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d um tempo em que é preciso abandonar as
roupas usadas, que ja tém a forma do corpo, e
esquecer 0s nossos caminhos, que nos levam
sempre aos mesmos lugares. E o tempo da
travessia: e se ndo ousarmos fazé-la, teremos

ficado, para sempre, a margem de nos mesmos.”

(Fernando Teixeira de Andrade)



RESUMO

A alumina anoddica porosa (AAP) vem sendo utilizada como plataforma na fabricagao
de sensores Opticos por apresentar resisténcia quimica, estabilidade térmica, dureza,
biocompatibilidade, grande area superficial que facilita a interagdo com o analito e boa
organiza¢cdo morfologica com a possibilidade de se manipular as dimensdes de seus poros.
Além disso, a AAP apresenta respostas Opticas caracterizadas pelas interferéncias de Fabry-
Pérot, que podem ser obtidas por espectroscopia de fotoluminescéncia e de reflectdncia. A
superficie da AAP ainda pode ser modificada pela técnica de deposi¢do por camadas, Layer-
by-Layer (LbL), com o intuito de se aprimorar esses sensores Opticos, sendo que mudancas nas
interferéncias de Fabry-Pérot podem ser acompanhadas e analisadas como resposta do sensor.
Neste trabalho, houve a deposicdo de filmes LbL de polialilamina hidroclorada (PAH) e de
glicose oxidase (GOx), contendo um colchdo de PAH e de acido poli(vinil sulfonico) (PVS),
com a finalidade de fabricacdo de um biossensor Optico de glicose. O crescimento dos filmes
foi acompanhado por fotoluminescéncia e reflectancia total. Além disso, testes dos biossensores
foram realizados imergindo a AAP em solugdes de glicose com concentragdes diferentes a fim
de se verificar alteragdes nas oscilagcdes apresentadas nos espectros. A partir dos resultados
obtidos foram verificados o crescimento ordenado do filme LbL e a resposta do biossensor, que
foi caracterizada pelo deslocamento das interferéncias de Fabry-Pérot para comprimentos de
onda menores e por analise multivariada. O limite de detecg@o determinado através da anélise
qualitativa das oscilagdes de Fabry-Pérot foi de 0,1 mol.L!' de glicose, tanto para a AAP sem
modificacdo superficial, quanto para a modificada. Com o emprego da regressao por minimos
quadrados parciais (PLS, do inglés “partial least squares™) foi possivel a determinagdo de
glicose a partir de 0,1 mol.L™! para a AAP sem modificacio e de 0,01 mol.L"! para a AAP com
filme LbL. Além disso, foi verificada também a viabilidade de se utilizar a quimiometria para
analisar as interferéncias de Fabry-Pérot obtidas com a AAP como um método alternativo do

apresentado na literatura, que envolve conceitos da equacao de Fabry-Pérot.

Palavras-chave: Alumina anddica porosa. Biossensor. Quimiometria.



ABSTRACT

Porous anodic alumina (PAA) has been used as platform for the manufacture of optical
sensors. It shows chemical resistance, thermal stability, hardness, biocompatibility, high surface
area which facilitates interaction with the analyte and good morphological organization with
the possibility to manipulate its pore size. Furthermore, PAA shows optical responses
characterized by Fabry-Pérot interferences that can be obtained by photoluminescence and
reflectance spectroscopy. Besides the surface of the AAP can be modified by Layer-by-Layer
technique (LbL) in order to enhance optical sensors. Changes in Fabry-Pérot interferences can
be monitored and analyzed as sensor responses. In this work, LbL film were deposited using
hydrochloride polyallylamine (PAH) and glucose oxidase (GOx) for the purpose of
manufacturing an optical biosensor for glucose detection. A protective bilayer of PAH and poly
(vinyl sulfonic acid) (PVS) was assembled. The growth of the films were monitored by
photoluminescence and total reflectance techniques. In addition, biosensor tests were carried
out by immersing PAA in glucose solutions with different concentrations in order to check for
changes in Fabry-Pérot oscillations. Analyzing the results, orderly growth of LbL film and
biosensor response were verified. Results of the biosensor test were characterized by
displacements of Fabry-Pérot interferences to shorter wavelengths and by multivariate analysis.
Limit of detection determined by qualitative analysis of the Fabry-Pérot oscillations was 0.1
mol.L! to both PAA without surface modification and modified PAA. By using partial lcast
squares (PLS) regression, it was possible to determine glucose from 0.1 mol.L"! with PAA
without modification and 0.01 mol.L™' for PAA with LbL film. Furthermore, it was also verified
the viability of using chemometrics to examine Fabry-Pérot interferences obtained with the
PAA as an alternative method shown in the literature, which involves concepts of Fabry-Pérot

equation.

Keywords: Porous anodic alumina. Biosensor. Chemometrics.
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1 INTRODUCAO

A nanotecnologia foca a caracterizagdo, a produgao e as aplicagdes de sistemas que se
apresentam em escala manométrica ). Ela tem se destacado em pesquisas cientificas através
da utilizacdo de estruturas ordenadas como nanoporos 21, nanotubos 3-8 e nanofios I ', que
podem ter periodicidade menor do que 100 nm e que sdo financeiramente acessiveis [!!). Essas
pesquisas estdo progredindo devido ao interesse na miniaturizagdo de dispositivos e ao
desenvolvimento de técnicas instrumentais que permitem a manipulacdo e visualizagdo em
nanoescala ', Essa redu¢do das dimensdes e o controle sobre a geometria dos materiais
nanoestruturados proporcionam novas propriedades cataliticas, eletronicas, magnéticas,
optoeletronicas e mecanicas, que favorecem as aplicagdes desses nanomateriais nos ramos de
nanofoténica ['% 131, fotocatalise ['* ', microfluidica ['> %1 ¢ sensores ['! 17> 181,

Dentre os materiais nanoestruturados que vém se destacando, hd a alumina anddica
porosa (AAP) obtida através da anodiza¢do do aluminio e que consiste de uma nanoestrutura
ordenada composta de células hexagonais com nanoporos cilindricos no centro ! 1929 Esse
6xido de aluminio obtido pelo processo de anodizagdo pode ser utilizado em capacitores
eletroliticos ?!> 22, no aumento da resisténcia a corrosdo de materiais > ?* e como camadas
decorativas através da incorporagdo de pigmentos ['!-23261 A primeira caracterizagdo da AAP
foi realizada por Keller et al. ') em 1953, que analisaram a estrutura do 6xido poroso de
aluminio por microscopia eletronica . Em 1968, Diggle et al. *"! descreveram o primeiro
modelo tedrico a respeito da formagao dos dois tipos de 6xidos, barreira e poroso, que compdem
o filme de 6xido anddico de aluminio 2. A partir de 1995, as pesquisas relacionadas a3 AAP se
expandiram devido ao processo de anodiza¢do em duas etapas desenvolvido por Masuda e
Fukuda ) o que possibilitou a obtencdo de estruturas bem ordenadas com geometria
controlada e com baixo custo de fabricagdo [2°1.

Recentemente, a AAP vem sendo estudada como plataforma na fabricagdo de sensores
(29 devido ao efeito de Fabry-Pérot caracteristico de suas respostas opticas as espectroscopias
de reflectancia [**3¥ e de fotoluminescéncia ! 34, Além de apresentar essas respostas opticas,
a geometria dos poros da AAP pode ser controlada de acordo com os pardmetros de anodizagdo
como o pH e a temperatura do eletrélito, o tempo de anodizagdo e o modo de energia aplicada
(corrente constante, potencial constante ou pulso de potencial) [!!:20:3536] Esse controle na
geometria dos poros ¢ interessante quando aplicado na fabricacdo de sensores, pois a
modificac¢do na estrutura da AAP pode alterar a sensibilidade da resposta dptica em relacdo ao

analito ou aos interferentes quando se testa o sensor [*% 371 Além disto, ainda para o ramo de
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sensores, pode-se alterar a superficie dos poros com o intuito de melhorar a especificidade em
relagdo ao analito [**!. Essa alteracdo pode ser realizada através da ancoragem de grupos
funcionais na AAP P% 381 com modificagdo por plasma % 4% e também por deposigdo de filmes
ultrafinos através de automontagem por adsorcdo fisica, via Layer-by-Layer (LbL) *1. Essa
ultima técnica de automontagem de multicamadas de polieletrélitos, LbL, vem se destacando
por ser uma técnica simples, consistindo na adsor¢ao em meio aquoso de camadas de espécies
com cargas opostas, e também por necessitar de pouca quantidade de material, gerando camadas
com espessuras nanométricas, proporcionando alta interacdo entre as moléculas 4% 4],

Esse processo de preparo dos filmes automontados teve como base as ideias de Iler et
al. Y, em 1966, que trabalharam com a adsorgdo alternada de particulas coloidais de cargas
opostas [*?1. Outra pesquisa importante para o aprimoramento da técnica LbL foi a de Sagiv et
al. " na década de 80, que descreveram a formacdo de sistemas de multicamadas,
demonstrando a possibilidade de se obter filmes constituidos por monocamadas quimicamente
adsorvidas através de ligagdes covalentes 21, Na década de 90, Decher et al. 3 45 40l
propuseram a automontagem de multicamadas através de interagdes fisicas de moléculas com
grupos idnicos, ou seja, em interagdes eletrostaticas com polieletrolitos (421,

A técnica LbL resulta em filmes ultrafinos com ordem molecular e estabilidade
proporcionadas por forgas eletrostaticas. Esses filmes nanoestruturados podem ser fabricados a
partir de solugdes organicas 7 ¢ inorganicas ¥ ¢ podem ser utilizados para a obtengdo de
biossensores quando compostos de materiais bioldgicos como enzimas, anticorpos, proteinas ¢
4cidos nucleicos *°1. A deposicdo desse tipo de material é possivel pois, durante a fabricacdo
do filme, ha o aprisionamento de 4agua na estrutura desse filme LbL e a temperatura, as
concentracgdes € o pH das solugdes podem ser controlados, o que possibilita a obtencdo de um
ambiente favoravel as biomoléculas, prevenindo a desnaturacao ou diminuigao de sua atividade
[42. 47,50, 51]

O primeiro biossensor foi descrito na literatura em 1962 por Clark e Lyons % que,
através de um sistema de eletrodos, monitoraram, quantitativamente, o pH e as pressdes parciais
de oxigénio e de didxido de carbono do sangue de pacientes cirtirgicos. Além disto, eles
trabalharam na deposi¢ao de uma fina camada da enzima glicose oxidase (GOx) em um eletrodo
de oxigénio com uma membrana semipermeavel, o que possibilitou o monitoramento da
concentragio de glicose através da diminuigdo da concentragdo de oxigénio 1% 3%, Apos esse
trabalho, vérias pesquisas foram realizadas visando a fabricagdo de biossensores [*>>?1 sendo
que um dos materiais bioldgicos mais utilizados com essa finalidade ¢ a enzima glicose oxidase

(GOx) 621" que apresenta alta especificidade a glicose, boa estabilidade e baixo custo de
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obten¢dio em relacdo a outras enzimas [°!3* 61 Os sensores de glicose sdo interessantes para a
industria e para a populacdo podendo ser utilizados no diagnostico de doengas e pela industria
alimenticia (4> 64,

O diabetes mellitus ¢ uma dessas doencas, sendo um distarbio metabdlico relacionado
a deficiéncia de insulina, ocasionando um aumento na quantidade de glicose no sangue [*3. O
nivel de glicose de uma pessoa em jejum considerado normal é abaixo de (5,6 x 10~*) mol.L™!.
Pessoas em jejum com niveis de glicose entre (5,6 x 107) mol.L! ¢ (6,9 x 10”) mol.L"! sdo
consideradas pré-diabéticas. Nivel de glicose acima de (6,9 x 10~*) mol.L"! é considerado caso
de diabetes [°’l. Segundo a Sociedade Brasileira de Diabetes, no ano de 2014, essa doenga foi
diagnosticada em cerca de 387 milhdes de pessoas no mundo, com 4,9 milhdes de Obitos e
despesa de 612 bilhdes de dolares no ano [¢7!. Analisando essas estatisticas é possivel justificar
o grande interesse em pesquisas cientificas que visam ao desenvolvimento de sensores de
glicose mais sensiveis, seletivos e de baixo custo [*87],

O trabalho apresentado nessa dissertacdo tem como intuito a fabricagdo de um
biossensor optico de glicose através do preparo de filmes LbL contendo a enzima GOx. A
plataforma utilizada para a deposi¢do do filme foi a AAP e a resposta do biossensor foi
analisada a partir de possiveis mudangas nas propriedades Opticas desse substrato. Essas
mudancas puderam ser visualizadas através de alteragdes nas interferéncias de Fabry-Pérot
obtidas com as técnicas de fotoluminescéncia e de reflectincia total. As alteragdes nos espectros
também foram avaliadas por métodos de andlise multivariada, tais como a andlise de
componentes principais (PCA, do inglés “principal component analysis™) e a regressao por
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minimos quadrados parciais (PLS, do inglés “partial least squares”) [7!].
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2 FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1  ALUMINA ANODICA POROSA (AAP)

O aluminio sofre naturalmente uma reagao de oxida¢do quando exposto ao oxigénio do
ar, levando a formacao de uma fina camada de 6xido de aluminio com espessura entre 2 nm
¢ 3 nm. Essa camada confere ao material alto grau de prote¢do e isolamento elétrico e ¢
denominada de 6xido barreira ou camada de 6xido passivo "> 7). O processo de oxidagdo na
superficie do metal pode ocorrer também de maneira intensificada por passagem de corrente
ao se utilizar o aluminio como d4nodo em uma solugdo eletrolitica. Esse processo de oxidagdo
promovida ¢ denominado de anodizacdo e pode resultar nos filmes tipo barreira e tipo poroso.
Dependendo das condi¢des de anodizagdo, sendo aceito o eletrolito como principal fator de
influéncia, o filme final obtido pode ter apenas a morfologia do 6xido barreira, Figura 1 (A),
ou pode apresentar também a morfologia do 6xido poroso, Figura 1 (B). Os eletrolitos que sao
utilizados nas anodizagdes podem ser classificados em dois tipos. Os primeiros sao
denominados de eletrélitos neutros com pH variando entre 5 e 7, que resultam em filmes tipo
barreira por ndo afetarem quimicamente a camada de 6xido obtida com a anodizagdo. J4 com
eletrolitos acidos e com alguns alcalinos **1, as anodizagdes resultam no filme tipo poroso, pois
esses eletrolitos afetam quimicamente a camada de 6xido barreira através de dissolucao
assistida por campo elétrico ['!l. Trés dos eletrdlitos mais utilizados para a obten¢io da AAP
altamente organizada sdo o 4cido fosforico (H3PO4) "* 731, o 4cido sulfurico (H2S04) 6" e o

4cido oxalico (H2C204) 12075 77-701,

(A) (B)

Aluminio |
1

Figura 1: Oxidos dos tipos (A) barreira e (B) poroso obtidos através da anodizagdo de aluminio %,

A anodizagdo do aluminio estd relacionada ao transporte dos ions Al** e O* pela
interface aluminio-6xido, pela camada de 6xido barreira e pela interface 6xido-eletrolito, Figura
2. Com a geragdo do campo elétrico, o aluminio perde elétrons para o eletrolito e ha a formagao

de ions AI**, que tendem a ser atraidos em direcdo ao eletrélito. J4 os ions O sdo provenientes
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do eletrdlito e tendem a ir em direcdo ao campo elétrico. Esses dois ions resultam na formacao

do 6xido de aluminio, Al,O3 120801
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Figura 2: Esquema de crescimento dos poros durante anodizagéo %),

Analisando como a formagdo do 6xido poroso ocorre, tem-se que o poro pode ser
dividido em duas regides quimicamente distintas, Figura 3 2% 81851 A regido mais externa do
poro ¢ composta por alumina pura. Ja a regido que fica entre a interface alumina-eletrdlito e a
regido mais interna apresenta impurezas provenientes do eletrolito, como as espécies anionicas

de oxalato, fosfato e sulfato, dependendo do eletrdlito utilizado 2% 818385,

Ar/Eletrolito

AlLOs contaminado

AlzOs puro

Figura 3: Duas regides quimicamente distintas que compdem o poro 2%,

A curva obtida durante a anodizagdo potenciostatica (aplica¢do de potencial constante)
pode ser analisada em quatro etapas, Figura 4. Nos primeiros segundos, I na Figura 4, hd uma

queda da densidade de corrente que corresponde a formagdo da camada fina e compacta de
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AL O;. Na segunda etapa, a densidade de corrente alcanca um minimo, Il na Figura 4, devido a
instabilidade no campo elétrico que dissolve parcialmente o 6xido barreira, gerando sitios
correspondentes ao inicio da nucleacdo de poros. Posteriormente, a densidade de corrente
aumenta até¢ um ponto maximo, III na Figura 4, indicando a nucleagao dos poros. Na etapa final,
IV na Figura 4, hd uma queda suave na densidade de corrente até ela alcangar um valor

constante, correspondendo ao crescimento dos poros 2% 861,
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Figura 4: Curva de anodizacgdo potenciostatica dividida em quatro processos que ocorrem para a formagéo dos
poros. Em I, hé a formagio da camada de 6xido barreira. Na etapa 11, em destaque na faixa azul, ha o inicio da
nucleagdo dos poros, que ocorre efetivamente na etapa II1. Em IV, hé o crescimento dos poros 2% 871,

A estrutura da AAP pode ser caracterizada a partir do didmetro dos poros, distancia entre
poros, porosidade e espessura da camada porosa, Figura 5. Essas caracteristicas podem ser
controladas através dos pardmetros de anodizagdo como tempo do processo, potencial aplicado,
temperatura e concentracdo do eletrolito (2% 2736781 O tempo de anodizacdo ¢ diretamente
proporcional a espessura do 6xido poroso, que influencia, como serd visto, nas propriedades
opticas da AAP 113681 O controle do potencial aplicado ¢ importante porque se o potencial
for muito alto, a camada de 6xido barreira pode ser destruida, o que afeta a homogeneidade dos
poros. Isto pode ocorrer por trés razdes: (i) devido ao aumento da condutividade no 6xido
barreira na base dos poros por causa do aquecimento local, (ii) em razdo da maior ionizagao
dos atomos, geragdo de mais elétrons, causada pela energia do campo elétrico e (iii) devido a
possiveis rupturas no 6xido barreira a partir de rachaduras pré-existentes 2% 1. O potencial
aplicado também ¢ importante porque influencia de maneira direta na distancia entre poros, que

pode variar de 50 a 500 nm e, como o potencial aplicado esté relacionado a condutividade do
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eletrolito para prevenir rupturas no 6xido, a distancia entre poros varia também de acordo com
o eletrolito utilizado. Ja o didmetro dos poros pode ser controlado através do pH do eletrdlito,
que ¢ dependente do seu tipo e de sua concentragdo. Quando o pH do eletrdlito € baixo, o
potencial aplicado durante a anodizagao também precisa ser, levando a uma menor dissolugao
assistida do oxido barreira pelo campo elétrico e, consequentemente, a poros com menores
diametros. Como exemplo ¢ possivel comparar trés dos eletrélitos mais utilizados, H3POs,
H>SO4 e H2C204. As condutividades desses acidos decrescem na ordem de H2SO4 > H2C204 >
H3POg4. Dessa forma, o potencial méximo que pode ser aplicado quando se utiliza 0 H2SO4 €
menor do que quando se utiliza 0 H2C>204, que ¢ menor do que quando se usa o H3POa, sendo
que os intervalos ideais para a obtencdo de AAP ordenada seriam de 5 V a 40 V para o H2SOq,
de 30 V a 140 V para o H>C>04 e de 80 V a 200 V para o H3POs. Assim, anodizagdes usando
H>SO4 como eletrdlito resultam em filmes de AAP com poros de didmetros menores do que

quando o eletrélito é o H3PO4 291,

Didmetro Espessura  Distincia
do poro da parede entre poros
— e —> - o

Espessura do
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Figura 5: Segdo transversal idealizada de AAP ['1],

Esse controle na morfologia dos poros € importante porque ela interfere nas respostas
opticas da AAP, que sio interessantes para possiveis aplicagdes na area de sensores % %1, Essas
respostas opticas sdo caracterizadas pelo fenomeno de guias de onda de Fabry-Pérot, que sdo
baseadas nas interferéncias de multiplos feixes P%. O interferometro de Fabry-Pérot ¢ um
dispositivo que foi desenvolvido em 1897 pelos fisicos Charles Fabry e Alfred Pérot e consiste
basicamente de duas placas refletoras semitransparentes de vidro ou de quartzo que ficam
paralelamente dispostas com uma distancia que pode variar, Figura 6 (A). Esse interferometro

também ¢ chamado de etalon Fabry-Pérot quando os dois espelhos possuem uma distancia fixa,
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Figura 6 (B). O interferdmetro fica entre uma lente colimadora, que direciona e suaviza feixes

de radiacdo, e uma lente focalizadora, que converge a radiacio %%,

(A) Placas refletoras
podem variar de distincia
>
Fonte
pontual
Detector
Lente Lente

(B) colimadora focalizadora

Fonte extensa

e |

Placas refletoras
fixas

Figura 6: Interferometro com as placas refletoras (A) moveis, interferometro de Fabry-Pérot, e (B) fixas, etalon
Fabry-Pérot [0,

Dessa forma, com as reflexdes de multiplos feixes dentro da cavidade 6ptica formada
pelas duas placas refletoras, ha a ocorréncia de interferéncias construtivas e destrutivas que
resultam em espectros caracterizados por oscilagdes. A AAP ¢ semelhante a essa cavidade
optica do interferometro de Fabry-Pérot e, dependendo de sua morfologia, apresenta respostas
Opticas com a presenca dessas oscilagdes a técnicas como de reflectincia 1% 34 ¢ de
fotoluminescéncia **#8 Figura 7. Um dos pardmetros morfolégicos da AAP que influencia na
obtencao das interferéncias ¢ a espessura da camada de 6xido poroso, sendo que a maxima para
que as oscilagdes sejam obtidas é de 25 um [38]. Outros pardmetros morfolégicos que exercem
influéncia sdo o didmetro do poro, que precisa ter um tamanho entre 30 nm e 70 nm >3, e a

porosidade, que precisa ser no maximo de 40% 38/,
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Figura 7: Espectros de (A) reflectancia e de (B) fotoluminescéncia de AAP B34 %4,

As interferéncias de Fabry-Pérot sdo regidas pela Equagdo 1, em que m ¢ a ordem das
oscilacdes, A € o comprimento de onda maximo de cada interferéncia, ner € 0 indice de refracao
efetivo, L ¢ a espessura da cavidade Optica e 6 ¢ o angulo de incidéncia da radiacdo. Assim, essa
equacao relaciona dados obtidos através do espectro (m e A) com caracteristicas da amostra (nef
¢ L) e com pardmetros do equipamento (0). Analisando a Equagdo 1 para aplicacdo no ramo de
sensores, tem-se que, quando o analito entrar em contato com o sensor, havera alteragdes nos
valores de ngf, que resultardo em deslocamento das interferéncias de Fabry-Pérot em termos de
A que pode ser analisado como resposta optica de sensores 30323795961 Degsa forma, mudangas
nas oscilagdes podem ser avaliadas como respostas Opticas qualitativas de sensores € podem
também fornecer dados (m e A) para se obter o n¢. Essas alteragdes nas interferéncias de Fabry-
Pérot foram visualizadas ap6s a detec¢do de ions ouro (III) (Au*") em trabalho de Kumeria et

al.

. A Figura 8 ilustra o deslocamento do espectro de interferéncias para maiores
comprimentos de onda apds o contato da AAP com os ions Au’’. Esse deslocamento foi
interpretado como a resposta do sensor e foi atribuido a mudanga no indice de refragdo do

substrato AAP P2,

m.A = 2.cos6. ner. L Eq. 1
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Figura 8: Espectro de interferéncias de um sensor de ions Au’* antes e depois da detecgdo [*2,

Uma forma alternativa de analise da resposta de sensores com a AAP consiste no
emprego de técnicas de analise multivariada. O uso dessas técnicas na avaliacdo de dados de
origem quimica ¢ denominado de Quimiometria. Essa especialidade da Quimica planifica
experimentos de maneira otimizada e analisa de forma multivariada os dados experimentais

utilizando ferramentas estatisticas e matematicas [°7> %

. Uma das vantagens da andlise
multivariada € a capacidade de extrair mais informagdes dos dados obtidos, pois considera as
relagdes entre as varidveis analisadas simultaneamente. Os dados para analise multivariada sdo
organizados em uma matriz X, em que as linhas s3o o conjunto das amostras e as colunas sdo
as variaveis medidas. Essa matriz X pode ser representada espacialmente considerando cada
variavel medida como uma dimensao do espaco e cada amostra como um ponto no espago.
Dessa forma, ¢ possivel a observacdo das relacdes entre as amostras e/ou variaveis e
identificacao de padrdes de associagdo entre elas. Uma das técnicas mais empregadas para esse
tipo de tarefa ¢ a PCA. Ela é uma técnica de reconhecimento de padrdes nao-supervisionada
que manipula matematicamente a matriz de dados a fim de condensar as muitas variaveis
originais em um pequeno numero de novas variaveis denominadas fatores ou componentes
principais (PC, do inglés “principal component”). As PCs descrevem o maximo de variancia
presente nos dados originais. Basicamente, a PCA resulta na decomposi¢ao da matriz de dados
original em termos do produto de novas matrizes denominadas escores e pesos. Os escores
fornecem as posigdes das amostras no espaco determinado pelas componentes principais.
Assim, o grafico de escores ilustra a relagdo das amostras entre si de acordo com um
determinado nimero de PCs. J4 os pesos sdo a importancia de cada varidvel na construgdo de

cada PC. Portanto, o grafico de pesos ilustra a relagdo das varidveis entre si. Dessa forma, com
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a analise conjunta dos escores e pesos € possivel verificar a influéncia de cada variavel em cada
amostra [*-101],

Além de permitir avaliacdes qualitativas, ha técnicas quimiométricas que permitem o
estabelecimento de relagdes quantitativas entre os dados quimicos obtidos de um sistema e uma
propriedade do mesmo. Conhecidas como técnicas de calibracdo multivariada, buscam
construir um modelo matematico que descreva uma propriedade de interesse (varidvel
dependente, matriz Y) em determinadas amostras em fung¢do de um sinal analitico multivariado
(variaveis independentes, matriz X). Assim, € possivel utilizar esse modelo em amostras em
que essa propriedade é desconhecida a fim de quantifica-la. A regressdo PLS ¢ uma das técnicas
de calibracdo multivariada mais empregada e ¢ baseada na obtengdo de fatores analogos as
componentes principais. Entretanto, diferentemente da PCA em que s6 as informagdes
presentes em X constituem as PCs, os fatores na regressdo PLS sdo construidos de forma a
maximizar a correlagdo entre os escores decorrentes da decomposigio de X e de Y [102-104],

Dessa forma, a viabilidade da aplicagdo da AAP como plataforma de sensores Opticos
pode ser verificada através da resposta de um desses sensores. Essa resposta pode ser analisada
qualitativamente pela observagdo do comportamento dos espectros de fotoluminescéncia ou de
reflectancia e pode ser analisada quantitativamente por quimiometria, sendo que os resultados
dos dois métodos podem ser comparados. Além disso, a utilizagdo da AAP como plataforma
para a fabricacdo de sensores Opticos ¢ interessante devido a sua resisténcia quimica,
estabilidade térmica, dureza, biocompatibilidade e¢ grande area superficial que facilita a
interacdo com o analito. Outra vantagem de se utilizar a AAP como substrato para sensores € a
dela apresentar boa organiza¢dao morfoldgica com a possibilidade de se manipular as dimensdes

de seus poros [2% 36881,

2.2 BIOSSENSORES

O sensor optico, que ¢ o foco desse trabalho, tem atraido atengdo por apresentar
importancia industrial 1%-1%6] ambiental (19 197 & biomédica [!%-11% Esses sensores envolvem
a combinacdo de reconhecimentos quimico e bioldgico com o avanco de tecnologias
optoeletronicas '), Quando o reconhecimento se d4 por um material biologico tem-se o
biossensor, que ¢ um dispositivo analitico constituido basicamente de trés partes. A primeira
delas ¢ um elemento de reconhecimento bioldgico, denominado biorreceptor, que diferencia o
analito de possiveis interferentes. A segunda parte € o transdutor, que € acoplado ao biorreceptor

e tem por finalidade converter a resposta do reconhecimento biolégico em um sinal mensuravel.
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A terceira parte ¢ um sistema de processamento de sinal que torna a informag¢ao que foi medida
pelo transdutor em um sinal legivel [ 3311/ Os biossensores sio classificados em enzimaticos,
imunossensores, genossensores, de acordo com o tipo de biorreceptor e também podem ser
divididos em Opticos, elétricos, eletroquimicos, térmicos, de acordo com o método de

transdugio utilizado "5 21, A Figura 9 ilustra os possiveis componentes de um biossensor.
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Figura 9: Componentes de um biossensor P! 121,

Nos biossensores Opticos a transducdo em biossensores Opticos envolve uma interagao
quimica entre o biorreceptor e o analito que produz um sinal opticamente detectavel [!13 4],
Alguns métodos de transdu¢@o que podem ser utilizados em sensores Opticos sdo reflectancia,
luminescéncia, absorbancia e fotoluminescéncia. As medidas podem ser realizadas em vérias
regides do espectro eletromagnético como ultravioleta, visivel, infravermelho e infravermelho
proximo, e alguns parametros que podem ser analisados como resposta do sensor sdo
intensidade da luz, tempo de vida, indice de refracio, espalhamento, difracdo e polarizagio 4],
Os biossensores Opticos sdao vantajosos, pois sdo baratos, nao destrutivos, de facil
miniaturizagio e permitem vérias analises ao mesmo tempo [!!% !4 Entretanto, a luz do
ambiente pode interferir nas medidas e eles apresentam estabilidade em longo prazo limitada
pelo biorreceptor [''#], Para as aplicagdes dos sensores, a radiacdo precisa interagir com o analito
através de absor¢do, fluorescéncia, fosforescéncia, reflexdo ou refracdo. As técnicas que
envolvem absor¢ao e emissao da radiacgdo (fluorescéncia, fosforescéncia) sdo as mais utilizadas,

sendo as de emissdo as mais vantajosas por apresentarem alta sensibilidade e boa

especificidade.
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23 ENZIMAS

As enzimas sdo uma classe de proteinas altamente especializadas. Elas catalisam as
reagdes quimicas que constituem o metabolismo intermedidrio das células, sem alterar o ponto
de equilibrio dessas reagdes. Por serem catalisadores, elas ndo sofrem alteragdes permanentes
¢ ndo sdo consumidas com a catalise. Como todas as enzimas sdo proteinas, elas podem sofrer
perda de atividade catalitica se algum fator afetar sua estrutura nativa. Alguns fatores que
podem ocasionar essa desnaturagdo sdo o aquecimento dessas enzimas e o tratamento com
4cidos ou bases fortes ['1°],

Hé seis classes de enzimas que sdo organizadas de acordo com as reacdes que elas

catalisam, Tabela 1.

Tabela 1: Classificagdo das enzimas de acordo com as reagdes por elas catalisadas [ 11%],

Numero Classe Reacao catalisada
1 Oxidorredutases Transferéncia de elétrons
2 Transferases Transferéncias de grupos funcionais
3 Hidrolases Reagdo de hidrolise
4 Liases Adigao a duplas ligagdes
5 Isomerases Formacdo de isomeros com transferéncia de grupos da mesma molécula
6 Ligases Formagao de ligagdes com quebra de ATP

As enzimas sio constituidas de aminoacidos unidos através de ligagdes peptidicas ['16],
Figura 10, e elas podem conter um cofator que ¢ um componente quimico necessario para sua
atividade '], Esse cofator pode ser um metal ou uma molécula organica chamada de coenzima
e muitas vezes pode estar ligado fortemente a parte proteica da enzima, sendo chamado de

grupo prostético (111,

H T 0 T //@ H T ﬁ T 5
HFLI—C—Q /__;lNH—C—C\ —_ HPL_C_CNHC—(_,/\/\ B HQO
[ . P T N\

ligagéo peptidica

Figura 10: Reacdo entre duas moléculas de aminoécido e a formacdo da ligagdo peptidica [''31,
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O sitio ativo € a regido em que o substrato (analito) se liga para que ocorra a catalise.
Essa ligagdo pode ocorrer através de interagoes eletrostaticas, ligagcdes de hidrogénio, interagdes
de van der Waals. A especificidade da ligagao entre enzima e substrato depende do arranjo dos
atomos no sitio ativo, sendo que a estrutura tridimensional da enzima possibilita um encaixe
perfeito com o analito. Ha dois modelos que propdem explicar a especificidade enzimatica. O
primeiro deles ¢ o modelo chave-fechadura, Figura 11, em que ¢ proposto que as enzimas
possuem fendas com dimensdes fixas que permitem apenas a acomodagao de compostos com
essa mesma configuragdo. Assim, substancias que possuam grupos funcionais iguais aos do
substrato verdadeiro, mas que ndo se encaixem na fenda, ndo interagem com a enzima. O
segundo ¢ o modelo do encaixe induzido, Figura 12, em que o sitio ativo ndo possui uma forma
fixa e a interag¢do do substrato com a enzima altera a posi¢do dos aminodacidos cataliticos. Dessa

forma, ha a formagdo de um sitio ativo com estrutura capaz de interagir com o analito '],

INERL SUBSTRATO .
—1 —— —1 -+

Figura 11: Interagdo entre enzima com fenda de dimensdes fixas e substrato com mesma configuragdo
morfologica ['"7],

SUBSTRATO
+ ’ _— _

Figura 12: Enzima alterando sua conformagio ao interagir com substrato 7,

ENZIMA

Dependendo do pH do meio, as enzimas podem adquirir cargas elétricas devido aos
grupos ionizaveis das cadeias laterais dos residuos de aminoacidos. O pH que apresenta a
quantidade de cargas negativas igual a quantidade de cargas positivas ¢ chamado de ponto
isoelétrico (pl) da enzima. Quando o pH ¢ maior do que o pl, a enzima apresenta carga negativa.

[51, 1181 " A1ém disso, ha o

Quando o pH ¢ menor do que o pl, a enzima apresenta carga positiva
chamado pH 6timo da enzima, em que ela apresenta atividade catalitica maxima. Essa atividade
estd relacionada a ionizagdo de aminoacidos que compdem o sitio ativo. Se a enzima precisa da

cadeia lateral do grupo amino protonada e o pH estiver alcalino, o que ocasiona a perda do
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proton, a atividade enzimatica diminui [''7). Dessa forma, o pH é um fator importante que

precisa ser controlado quando se trabalha com enzimas.

24  GLICOSE OXIDASE

Em 1928, Miiller reportou a atividade da enzima glicose oxidase (GOx) em extratos do
fungo Aspergillus niger 1 "1, Atualmente, sabe-se que essa enzima ¢é produzida por alguns
fungos e insetos e que um dos produtos gerados em sua reagdo catalitica, o peroxido de
hidrogénio (H,0>), atua como agente bactericida ). A GOx é uma flavoproteina, possuindo
em sua estrutura a coenzima flavina adenina dinucleotideo (FAD) [®* 129 Ela é uma enzima
pertencente a classe das oxirredutases e catalisa a reagdo da oxidacdo pelo Oz da B-D-glicose
(CeH1206) em D-glucono-o-lactone (CsH100Os), Figura 13, que hidrolisa espontaneamente a
acido gluconico. A reag@o enzimatica pode ser dividida em uma etapa de redug@o e em uma de
oxidacdo em relacdo a coenzima FAD. Na reagdo de reducdo, a GOx catalisa a oxidagdo da B-
D-glicose em D-glucono-d-lactone e a FAD ¢ reduzida a FADH,. Na etapa de oxidagdo, a
FADH ¢ oxidada, gerando H20, [*4],

_-OH OH
Glucose oxidase H,0 -
H O oH AOH H A OH
OHH H FAD 2 o H COOH
HO H - HO

H  OH 2 e H  OH H OH

B-D D - glucono - & - lactone Acido glucbnico
B - D - glicose

Figura 13: Reagio catalisada pela GOx [%4],

A GOx, Figura 14, é um homodimero que possui um didmetro médio de 8 nm [''1. A
unidade monomérica da enzima possui formato esferoide com dimensdes de 60 A x 52 A x 37
A BU A GOx da Aspergillus niger apresenta boa atividade em um intervalo de pH de 3,5 a 6,5
[121] ¢ ela possui um pI de 4,2 1211231 Dessa forma, na fabricagdo de filmes LbL, se a enzima
estiver em uma solu¢cdo com pH abaixo de 4,2, a solugdo sera catidnica, e se a enzima estiver

em solucdo com pH maior do que 4,2, a solugdo serd anidnica.
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SiTIo ATIVO

Figura 14: Estrutura da GOx [124,

A GOx esta presente em diversas pesquisas cientificas no ramo de desenvolvimento de
biossensores de glicose para analises clinicas e alimenticias, sendo assim de importancia tanto
para a populagio quanto para a industria (0> 641251261 Devido a importancia da GOx, o trabalho
demonstrado nessa dissertagdo tem por intuito unir as vantagens da utilizacao dessa enzima na
fabricacdo de biossensores com as potencialidades apresentadas pela AAP como plataforma

para sensores Opticos, visando a obten¢ao de um biossensor dptico de glicose.



27

3 OBJETIVOS
3.1 OBJETIVO PRINCIPAL

v Modificar a superficie da alumina anddica porosa depositando filmes LbL de
polialilamina hidroclorada (PAH) e de GOx com um colchdo de PAH e de acido poli(vinil

sulfonico) (PVS), a fim de se fabricar um biossensor optico de glicose.

3.2  OBIJETIVOS ESPECIFICOS

v Preparar as amostras de AAP a partir da anodizagdo potenciostatica do aluminio
em condigdes favordveis a obtencdo das oscilagdes de Fabry-Pérot nos espectros de
fotoluminescéncia e de reflectancia total.

v Testar as concentragdes das solugdes precursoras do filme LbL para que a
deposicao em AAP seja possivel e ndo obstrua os poros.

v Realizar a cinética de crescimento de filme de GOx em substrato de AAP.

v Fabricar os filmes LbL de PAH/GOx com um colchdao de PAH/PVS.

v Testar o filme LbL como um biossensor optico de glicose, averiguando quais
concentragdes de solugdo do analito ocasionam alteragdes nas interferéncias de Fabry-Pérot.

v Analisar os resultados dos testes dos sensores utilizando os conceitos envolvidos

pela equacdo de Fabry-Pérot e por técnicas quimiomeétricas.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 ELETROPOLIMENTO

Em 1912 houve uma primeira referéncia historica sobre o eletropolimento, que foi
realizado na prata com solugdes de cianetos. Em 1935, o cobre foi eletropolido. A partir de
entdo, entre 1936 e 1937, Faust e outros pesquisadores desenvolveram métodos para eletropolir
aco inoxidavel e outros metais. De 1940 a 1955, diversos procedimentos que possuiam como
base o eletropolimento foram patenteados com fins de aplica¢des militares ['27].

Atualmente, o eletropolimento ¢ um processo de acabamento superficial que, além de
amenizar a rugosidade da superficie, melhora sua aparéncia, sua refletividade e sua resisténcia
a corrosdo. Esse procedimento pode ser realizado antes de uma anodizacdo e de uma
eletrodeposi¢do e remove a camada de material deformado devido a corte e a polimento
abrasivo. O processo de eletropolimento, Figura 15, consiste em imergir a amostra em uma
solugdo eletrolitica e conecta-la ao terminal positivo da fonte de alimentagdo. A fim de
completar o circuito, contra-eletrodos de material inerte sdo ligados ao terminal negativo da

fonte e sdo dispostos na mesma solugdo eletrolitica em que se encontra a amostra ['28,

Anedo + O
Catodo — O

e ]
I ———
e

S
|| Amostra

v N
Contra-eletrodos

Figura 15: Esquema basico de uma célula eletrolitica para eletropolimento 128,

Jacquet '?°1 em 1936, desenvolveu uma teoria para explicar a diminui¢do dos picos de
rugosidade de um material eletropolido. Segundo essa teoria, quando um metal é conectado
como anodo em uma célula eletrolitica, ha a formac¢do de um filme viscoso na superficie da
amostra devido a reagdo metal/eletrolito que ocorre. A resisténcia elétrica desse filme viscoso
¢ maior do que a de todo o resto do sistema englobado pela solugdo eletrolitica. Assim, tem-se

que quanto maior for a espessura desse filme, maior sera a resisténcia elétrica 128 1391,
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Nos picos de rugosidade, a espessura dessa camada viscosa ¢ menor do que no vale da
superficie do metal, Figura 16, ou seja, a resisténcia elétrica sobre os picos ¢ menor do que a
sobre os vales. Dessa forma, a corrente elétrica que passa sobre os picos de rugosidade sera
maior do que a que passa sobre os vales, promovendo uma suaviza¢do desses picos e,

consequentemente, uma reducdo da rugosidade da superficie do metal [123 1301,

Solucio Eletrolitica
P Espessura
F.llme pico I Espessura
Viscoso vale
AMOSTRA

Figura 16: Diferenca das espessuras do filme viscoso formado entre metal/eletrélito no pico e no vale da
superficie da amostra que esta sendo eletropolida. Quanto maior a espessura do filme, menor sera o
eletropolimento ocorrido naquela regido devido a sua maior resisténcia elétrica [128],

Procedimentos do eletropolimento

Antes do procedimento de eletropolimento, as amostras de aluminio 99,997% foram
limpas por 10 minutos em agua deionizada fervente contendo sabao liquido. Posteriormente,
essas amostras foram imersas em acetona por 30 minutos e lavadas com jato de 4gua deionizada.
Apds secagem com nitrogénio, as amostras foram eletropolidas por 3 minutos em mistura de
4cido perclérico e etanol (1:4, v:v) 2 0°C e 15 V 31 As amostras foram entdo lavadas com

agua deionizada, secas com nitrogénio e armazenadas em frascos pequenos.

42  ANODIZACAO

A anodizacdo ¢ um processo de oxidagdo promovida na superficie do metal. Esse
processo ¢ realizado em uma célula eletroquimica de anodizagdo, Figura 17 (A), em que a
amostra de aluminio € conectada ao terminal positivo da fonte de tensdo (anodo) e o contato,
que deve ser composto de material inerte ao eletrélito como platina, é conectado ao terminal
negativo da fonte de alimentagdo (catodo), sendo ambos imersos de maneira paralela no
eletrélito. Quando a fonte ¢ ligada, ha a retirada de elétrons do dnodo, resultando em uma
superficie positivamente carregada, sendo que esses ions positivos reagem com o0s ions

negativos da solucdo eletrolitica. Ja os ions positivos do eletrélito reagem com o excesso de
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elétrons presentes no catodo, esquema ilustrado na Figura 17 (B), ou seja, a diferenga de
potencial proporcionada pela fonte implica em reacdes de oxidagdo/redug¢do que resultam na
camada anddica na superficie do aluminio e que ocorrem simultaneamente no dnodo e no

cétodo, caracterizando um equilibrio entre cargas elétricas 2% 132,
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Figura 17: (A) Célula eletroquimica de anodizagdo composta de eletrolito e uma fonte de alimentaggo. (B)
Detalhe dos eletrodos € a movimentagdo das cargas 132,

Procedimentos da anodizacdo

As amostras eletropolidas foram anodizadas no modo potenciostatico em duas etapas
em solugo de 4cido oxalico 0,3 mol.L"' 4 15°C ¢ 40 V. A primeira anodiza¢io teve duragio de
2 horas e, ap6s essa etapa, houve a remog¢ao do 6xido com solugdo de acido fosforico 0,4
mol.L! e éxido créomico 0,2 mol.L™! 2 60°C por 1 hora. Posteriormente, foi realizada a segunda
anodiza¢do por 30 minutos, sendo seguida por uma etapa de alargamento de poros em acido
oxalico 0,3 mol.L"! a 15°C por mais 30 minutos °*. As amostras anodizadas foram entio

lavadas com agua deionizada, secas com jato de nitrogénio e armazenadas em frascos pequenos.

43  MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA (MEV)

O microscopio eletronico de varredura utiliza feixe de elétrons com didmetro pequeno
para analisar a superficie da amostra. A interagdo do feixe incidente com a amostra produz
elétrons e fotons que sdo transmitidos a um detector de tela catddica, resultando na micrografia.
Basicamente, quando o feixe de elétrons incidente atinge a amostra, h4 a produgdo de elétrons
secundarios e de elétrons retroespalhados, que possuem energias diferentes e, portanto, sdo

captados por detectores que operam em faixas de energias distintas. Os elétrons secundarios
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sdo gerados a partir da interagdo entre o elétron do feixe incidente e o dtomo da amostra,
possuindo assim baixa energia, menor do que 50 eV. Os elétrons retroespalhados sdo obtidos
por colis@o elastica entre os elétrons incidentes e as camadas mais superficiais da amostra e
possuem maior energia, mas eles podem também ser gerados por espalhamento elastico dos
elétrons incidentes com a amostra, possuindo energia préxima a dos elétrons secundarios. Os
sinais emitidos por esses elétrons secundarios e/ou retroespalhados resultam na obtenc¢do da
imagem [133],

As micrografias foram obtidas no Centro Multidisciplinar para o Desenvolvimento de
Materiais Ceramicos (CMDMC — LIEC) de Sao Carlos. O microscopico eletronico de varredura
utilizado era do modelo FEG Supra 35 da Zeiss e operou no modo de elétrons secundarios. As

micrografias foram analisadas com o programa de processamento de imagem de dominio

publico ImageJ ®.

44  REFLECTANCIA

A espectroscopia de reflectdncia ocorre quando a radiacdo eletromagnética incidente ¢
refletida pela superficie da amostra. Essa reflexao do feixe de luz pode ser especular ou difusa,
sendo que a somatoria dessas duas resulta na reflectancia total. Na reflectancia especular, Figura
18 (A), a radiag¢do incide em uma superficie considerada lisa, ou seja, com irregularidades
pequenas em relagdo ao comprimento de onda do feixe de luz incidente. Dessa forma, como os
cumes e os vales presentes na superficie sdo pequenos em relagdo ao comprimento de onda
incidente, a radiagdo sera refletida pelos atomos superficiais da amostra como um Unico feixe
de luz e os angulos de incidéncia e de reflexdo serdo iguais. Na reflectancia difusa, Figura 18
(B), a radiacao incide em uma superficie irregular e os cumes e os vales presentes na superficie
sdo grandes em relagdo ao comprimento de onda incidente, resultando em feixes de luz

refletidos em diregdes aleatorias [134],
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Figura 18: Reflectancias (A) especular e (B) difusa [134],

As medidas de reflectancia total foram realizadas em espectrofotometro Shimadzu®
UV-vis-NIR-3600 com esfera de integragdo LISR-3100, localizado na Universidade Federal de
Sao Carlos — Campus Sorocaba. O intervalo do comprimento de onda foi de 240 nm a 700 nm,
a largura da fenda do feixe de luz utilizada foi de 8 nm e o angulo da esfera de integragao foi

de 7°, que ¢ referente ao angulo entre a radiacdo incidente ¢ a refletida pela amostra.
45  FLUORESCENCIA

O processo da fotoluminescéncia no qual os dtomos ou moléculas sao excitados por uma
radiagdo eletromagnética e depois relaxam diretamente ao estado fundamental liberando
energia como fotons ¢ denominado de fluorescéncia. Basicamente, a medida ocorre excitando-
se a amostra no comprimento de onda de absor¢ao ou de excitacdo e medindo-se a emissao da
energia na forma de luz a um comprimento de onda que normalmente apresenta um valor mais
alto do que o comprimento de onda da luz absorvida, j& que o foton absorvido perde energia.
A emissdo na fluorescéncia ¢ de curta duragdo, sendo que o tempo da conversao interna entre
os estados eletronicos ¢ de 10 segundos a 107!° segundos. Uma caracteristica atrativa da
fluorescéncia molecular ¢ a sua sensibilidade intrinseca, pois a partir dos espectros de
fluorescéncia, para algumas espécies sob condigdes controladas, ¢ possivel determinar a
presenca de uma tinica molécula ['3%]. Entretanto, um dos aspectos que limitam o processo de
fluorescéncia ¢ o de que muitos compostos nao fluorescem porque suas estruturas apresentam
alternativas para a relaxag¢do ndo radiativa mais rapidas do que a emissao fluorescente como

a piridina, o furano, o tiofeno e o pirrol ['*],
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Geralmente, a detec¢@o da emissado fluorescente € realizada como no esquema da Figura
19. Nessa ilustracdo, a fonte excita a amostra resultando na radiacdo caracteristica, que sera
detectada a um angulo de 90° em relacdo a radiacdo incidente, a fim de se evitar a interferéncia

desse feixe nas medidas 3],
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Figura 19: Esquema de medigdo de emissdo fluorescente [13],

Essa técnica sera utilizada paralelamente a de reflectancia a fim de comparagdo dos
resultados obtidos nessa dissertagdo, pois a AAP, como ja mencionado, apresenta em seus
espectros de fotoluminescéncia as oscilagdes resultantes do efeito de Fabry-Pérot, que serdo
interessantes na analise da resposta do biossensor que se pretende fabricar.

As medidas foram realizadas no espectrofluorimetro Shimadzu® RF-5301 com lampada
de xenodnio, localizado na Universidade Federal de Sao Carlos — Campus Sorocaba, e a posi¢ao
da amostra de AAP durante as medidas encontra-se na Figura 20. O comprimento de onda de
excitacdo (Aex) utilizado durante as medidas foi de 280 nm, valor que corresponde ao Aex dos
grupos triptofano da enzima GOx 13¢]. As janelas de excitagdo (EX) e de emissdo (EM) durante
os crescimentos dos filmes e a cinética de crescimento da GOx foram de 10 nm e 15 nm,
respectivamente. J& para os testes dos biossensores, a EX foi de 5 nm e a EM foi de 15 nm. O
angulo da radiagdo incidente em relagdo a amostra foi de 0°, sendo que nessa configuragdo a
radiagdo ¢ emitida em angulo rasante em relacdo a amostra de AAP, o que favorece as multiplas

reflexdes nos poros e a obtengdo das interferéncias de Fabry-Pérot [17],
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Figura 20: (A) Posi¢do da amostra de AAP no espectrofluorimetro para a deposic¢do do filme LbL e para a
cinética de crescimento da GOx. (B) Célula utilizada para a realizacdo dos testes do biossensor e sua posi¢do em
relagdo a luz incidente no equipamento.

4.6  FILMES LAYER-by-LAYER (LbL)

A técnica Layer-by-Layer € baseada em interagdes eletrostaticas, ligacdes de hidrogénio
e interagdes de van der Waals 4> 4> 4461 Dyrante o preparo de um filme LbL, Figura 21, um
substrato solido, previamente tratado para tornar sua superficie carregada, ¢ imerso em uma
solugdo contendo polieletrélito de carga oposta a dele. Uma camada entdo ¢ adsorvida,
promovendo a inversao da carga superficial do substrato em que esta ocorrendo a deposi¢ao do
filme. Em seguida, o substrato ¢ mergulhado em uma solu¢ao de lavagem de mesmo pH do
polieletrdlito, a fim de remover o excesso de material depositado, formando uma monocamada
com apenas o que foi fortemente adsorvido. Posteriormente, o substrato é submetido a secagem,
que pode ser realizada com jato de nitrogénio ou a temperatura ambiente. Em seguida, o
substrato com a monocamada ¢ novamente imerso em solugdo contendo polieletrolito de carga
oposta a dele, passa por uma solucdo de limpeza e ¢ submetido a secagem. Tem-se entdo uma
bicamada adsorvida e com uma carga superficial igual a original do substrato. Assim, repetindo-
se o procedimento sucessivas vezes, ¢ possivel obter filmes LbL de espessura controlada de

acordo com o nimero de bicamadas adsorvidas [138],



35

2. Lavagem

il &
Figura 21: Esquema da técnica LbL. (A) Processo de adsor¢do da monocamada de polidnion seguido de
lavagem do substrato. (B) Adsor¢do de uma camada de polication promovendo a formagdo de uma bicamada ¢,

Procedimentos do preparo do filme LbL

A AAP foi utilizada como plataforma para o preparo do filme LbL e a deposi¢ao dos
filmes foi acompanhada por fotoluminescéncia ou reflectdncia total e foi realizada
manualmente. Dois conjuntos de concentragdes das solugdes precursoras do filme foram
utilizados, descritas na Tabela 2. Os tempos de adsor¢ao para cada solugdo foram de 5 minutos
para a PAH, de 5 minutos para o PVS e de 10 minutos para a GOx antes da cinética de
crescimento ¢ de 6 minutos depois da realizacdo da cinética. Todas as solugdes foram
preparadas em tampdo fosfato de sédio 102 mol.L™!, pH 6,3, sendo que esse tampdo também
foi utilizado como solucdo de lavagem durante a fabricagdo do filme LbL, onde a AAP

permanecia imersa por 30 segundos ap6s a deposi¢do da PAH, do PVS ou da GOx.

Tabela 2: Conjunto das concentragdes das solugdes precursoras dos filmes LbL.

Conjunto PAH PVS GOx
Concentracées 1 1 mg.mL'1 5 mg.mL'1 0,5 mg.mL'1
Concentracées 2 0,004 mg.mL'1 0,02 mg.mL'1 0,002 mg.mL'1

Antes do crescimento das bicamadas de PAH/GOx, um colchdo de PAH/PVS foi
depositada com o intuito de minimizar a influéncia do substrato na enzima e de proteger a
estrutura da mesma 1. Primeiramente, a AAP foi submersa em solucdo catidnica de PAH,

lavada em tampao e entdo seca com nitrogénio. Posteriormente, a AAP contendo uma camada
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de PAH foi levada a solucdo de PVS, lavada em tampao e seca novamente. Foi realizada uma
medida Optica de reflectancia total ou fotoluminescéncia a cada camada depositada. A Figura

22 ilustra o esquema de preparo do colchao.

("_‘—\.
Secagem com Secagem com
nitrogénio nitrogénio
Medida de Medida de
fotoluminescéncia fotoluminescéncia
ou de reflectancia ou de reflecténcia
PAH Tampédo PVS Tamp&o
pH 6,3 fosfato de pH 6,3 fosfato de
5 min sodio 5 min sédio

Figura 22: Esquema de deposi¢do do colchdo de PAH/PVS em AAP.

Para a deposicdo do filme LbL de PAH/GOx, o substrato contendo o colchdo foi
submerso em solucdo de PAH, lavado em tampao e seco com nitrogénio. Em seguida, a amostra
de AAP com uma nova camada de PAH adsorvida foi imersa em solu¢do anidnica da enzima
GOx, lavada em tampao e seca. Uma medida Optica de reflectancia total ou fotoluminescéncia
foi realizada para cada camada depositada. O esquema da Figura 23 representa o preparo do
filme de PAH e da enzima GOx. O esquema da Figura 24 ilustra a estrutura desse filme LbL

em um nanoporo da AAP.

Secagem com
nitrogénio

Secagem com
nitrogénio

Medida de
fotoluminescéncia
ou de reflecténcia

Medida de
fotoluminescéncia
ou de reflectancia

;‘;a,\;kr GOx Tampéo

Bicamada
PAH/PVS
depositada

PAH Tampéo
pH 6,3 fosfato de 2 ﬁ pH 6,3 fosfato de
5 min sédio i "S"‘" 6min  sddio

Figura 23: Esquema da deposicdo do filme de PAH/GOx em AAP.



37

k‘ﬁ"%%%’ o~ ﬁ%}—k&l%&:—%} - GOX
2 8 AG T e ,\." Q)
AT R R0 \
e .3% e 3K \PAH
R ﬁafg SR
RN g PVS
3 gj;i fv‘*g
NS - N
ROD%F o PAH
RREF e
%@' 230
& iy AAP
% %ﬁ ﬁﬁg
& i
SRESP00S
ST P>
/\

Figura 24: Esquema da estrutura do filme LbL em alumina anddica poro.

4.7  TESTES DO BIOSSENSOR

Todos os testes foram realizados por medidas de fotoluminescéncia. O primeiro teste,
Figura 25, foi realizado com a AAP contendo o filme de uma bicamada de PAH/GOx. As
medidas de fotoluminescéncia foram realizadas com o substrato imerso nas soluc¢des de glicose
de concentracdes 103 mol.L™!, 10* mol.L", 10 mol.L"!, 102 mol.L", 10" mol.L"!, 1 mol.L" ¢
na solu¢do tampao fosfato de sédio, pH 6,3. As solugdes de glicose também foram preparadas
no tampao. Esse primeiro teste foi realizado com solug¢des tampao de concentragdes diferentes
a fim de verificar se a concentracdo dessa solugdo iria interferir na resposta do sensor. As
concentracdes das solu¢des tampao averiguadas foram de 102 mol.L"! e de 103 mol.L"!. Dessa
forma, foi verificado que o resultado do primeiro teste utilizando a solugdo tampdo de 1073
mol.L! foi melhor para ser analisado. Assim, essa solugdo foi utilizada em todas as etapas

seguintes do projeto.
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Figura 25: Esquema do primeiro teste do sensor de AAP modificado por LbL.

O segundo teste, Figura 26, foi realizado imergindo a AAP sem o filme LbL depositado
em solugdes de glicose de concentragdes 10 mol.L™!, 10 mol.L"!, 10 mol.L™!, 10"! mol.L"!,
1 mol.L"! e na solugdo tampdo fosfato de sodio 10 mol.L"!, pH 6,3. O comprimento de onda
de excitacdo (Aex) dos dois primeiros testes foi de 280 nm, que corresponde ao Aex do grupo

triptofanos da enzima GOx [13¢],

AAP sem LbL.

Solucéo tampdo
102 mol.L!

Solucdo de glicose 10-* mol.L!
!

Solucdo de glicose 10-3 mol.L-!
|

v

Solucdo de glicose 102 mol.LL!

|
v

Solucdo de glicose 101 mol.L-!

|
v

Solu¢do de glicose 1 mol.L!

Figura 26: Esquema do segundo teste do sensor de AAP sem modificagdo por LbL.

Posteriormente, trés novos testes foram realizados com AAP sem filme LbL a fim de se
verificar a resposta em novas concentragdes por analise multivariada. Cada substrato foi
imergido em solugdes de glicose de concentragdes presentes na Tabela 3. Em seguida, trés
outros testes foram realizados com AAP modificada por LbL. Os biossensores foram imersos

em solugdes de glicose de concentracdes organizadas na Tabela 4. Todas as solucdes de glicose
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foram preparadas com solucdo tampdo fosfato de sédio 10 mol.L!, pH 6,3. Para as duas
triplicatas realizadas foram utilizados os comprimentos de onda de excitacdo de 280 nm e de
320 nm em todas as medidas. O comprimento de onda de excitacdo de 320 nm foi utilizado,
pois nele ha a fotoluminescéncia da AAP B¢l A Figura 27 ilustra um esquema das triplicatas

realizadas.

Tabela 3: Concentragdes das solucdes de glicose utilizadas no teste do sensor da AAP sem modificagdo por
LbL.

Concentragdes da solugdo de glicose (mol.L™)

0,09
0,10
0,30
0,50
0,70
0,90
1,00

1,10

Tabela 4: Concentragdes das solucdes de glicose utilizadas no teste do sensor da AAP modificada por LbL.

Concentracdes da solucdo de glicose (mol.L™1)

0,009 0,300
0,010 0,500
0,030 0,700
0,050 0,900
0,070 1,000
0,090 1,100

0,100 e
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Figura 27: Esquema das duas triplicatas dos testes de sensores de AAP com e sem modificagdo por LbL.

4.8  ANALISE MULTIVARIADA

O conjunto de dados obtido a partir dos testes dos sensores foi primeiramente submetido
a analise exploratdria para observagao do comportamento dos espectros em fungdo da variagao
da concentragdo de glicose, quando submetidos a uma técnica de fatoragdo como a PCA. A
intencdo dessa etapa € avaliar, preliminar e indiretamente, a possibilidade de determinagao da
glicose por PLS investigando se os escores dos espectros seguem alguma tendéncia em fungao
da variagdo da concentragdo de glicose na PCA.

Os dados foram analisados na sua forma original ou pré-processados por centralizagdo
pela média. Nesse pré-processamento, o valor médio de cada varidvel ¢ determinado e entdo
subtraido de cada varidvel correspondente. Esse tipo de procedimento minimiza o efeito
negativo causado pela presenca de ruidos, favorecendo a analise ['°!). Diferentes transformagdes
dos dados também foram utilizadas com objetivo de ressaltar caracteristicas subjacentes aos
espectros que possam levar a melhor identificacdo de tendéncias de organizagdo dos escores
em funcdo da concentracgdo. Sao elas:

- Transformacao por derivadas: soluciona problemas relacionados a desvios lineares da
linha de base. A primeira derivada corrige deslocamentos dos espectros que ocorrem em
quantidades constantes. A segunda derivada corrige a inclinagao da linha de base. Entretanto,
alguns algoritmos utilizados para eliminar esses problemas interferem nos resultados [ 101,

- Corregdo de espalhamento multiplicativo (MSC, do inglés “multiplicative scatter
correction”): ferramenta utilizada na corre¢ao de problemas causados por espalhamento de luz.
Uma vantagem desse procedimento ¢ o fato do espectro obtido ser semelhante ao original, o

que favorece a interpretagdo 101,



41

- Variagdo normal padrdo (SNV, do inglés “standard normal variate”): também
minimiza problemas com dispersio de radiagdo %,

Na etapa de calibracdo multivariada por PLS, os modelos obtidos foram comparados
segundo os parametros de desempenho analitico descritos a seguir.

- Numero de fatores: esta relacionado com a complexidade do modelo. Quanto maior a
quantidade de fatores necessarios para descrever um modelo, mais complexo ¢ esse modelo.
Portanto, bons modelos possuem niimero de fatores menor, sendo mais simples ['92],

- Raiz Quadrada do Erro Quadratico Médio de Previsao (RMSEP, do inglés “root mean
square error of prediction”): ¢ uma estimativa direta do erro de previsdo expresso na unidade
de medida original. O RMSEP, entdo, se assemelha a um desvio-padrio e, portanto, bons
modelos possuem RMSEP de valores baixos [10!: 1401,

- Coeficiente de correlacdo linear (R): indica o nivel de correlagdo entre duas variaveis
analisadas. No caso dos modelos PLS, uma variavel € o valor de referéncia da concentragao de
glicose e a outra ¢é o valor previsto pelo modelo. O valor de R varia de -1 a +1, sendo que quanto
mais proximo desses valores, maior é a correlagdo entre as variaveis, € quanto mais proximo de
zero, menor € essa correlagdo. Assim, o melhor modelo tem valor de R préoximo a +1 ou a -1

[141]

Todos os calculos foram realizados empregando o programa Pirouette 4.0 (Infometrix,

USA).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

No preparo das amostras de AAP foram obtidas curvas de anodizagdo como a ilustrada
na Figura 28, que corresponde a uma amostra anodizada no modo potenciostatico em duas
etapas, a primeira de duas horas e a segunda de trinta minutos. Analisando a curva, foi
verificado que no inicio da anodizag¢do houve (i) uma queda da densidade de corrente indicando
o crescimento de uma camada de 6xido de aluminio compacta. Essa fase foi entdo seguida do
(i1)) aumento da densidade de corrente devido ao inicio da formagdo dos poros. Esse
comportamento da curva de anodiza¢do potenciostatica estd de acordo com o descrito no
trabalho de Zaraska et al. *®). Na segunda etapa de anodizagdo a densidade de corrente maxima
apresentou um valor menor do que na primeira etapa de anodizagdo. De acordo com Montero-
Moreno et al. ['*?] isto pode ser explicado pois na primeira etapa ha a necessidade de mais
corrente para o inicio da nucleagao, e na segunda ja ha uma nanotextura relacionada a base dos
poros, sendo entdo toda corrente utilizada para o crescimento dos mesmos. Foram realizadas
em torno de 33 anodizac¢des, indicando que as amostras de AAP obtidas estavam

morfologicamente semelhantes, pois as curvas de anodiza¢do foram similares.
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Figura 28: Curvas de duas ctapas de anodizagdo potenciostatica.

A andlise morfoldgica da AAP foi realizada a partir da microscopia eletronica de
varredura topologica e transversal, Figura 29 (A) e (B). A partir dessas ilustragdes, foi possivel
estimar o didmetro médio dos poros de (47,91 £ 0,07) nm, sendo que + 0,07 nm corresponde

ao desvio-padrao da média dos poros. A determinacdo desse didmetro é importante porque a
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maxima estabilizacdo da GOx pode ser alcangada com a sua adsor¢do em locais esféricos com
diametros de 2 a 6 vezes maiores do que o da enzima, e sabe-se que a dimensao da GOx ¢ de
cerca de (7,0 x 5,5 x 8,0) nm?® ['**]. Dessa forma, o didmetro do poro obtido foi adequado para
a adsorc¢ao da molécula. Além disso, foi verificado que houve a formagao de poros estruturados

e com regularidade homogénea.

Figura 29: Micrografias eletronicas de varredura (A) topologica e (B) transversal de um aluminio 99,997% de
pureza anodizado em duas etapas a 15°C, 40 V. A primeira etapa com duragdo de 2 horas ¢ a segunda de 30
minutos, sendo seguida de 30 minutos de alargamento de poros 4. (Escala: 400 nm).

Com as amostras de AAP preparadas, filmes LbL contendo 10 bicamadas de PAH/GOx
foram depositados. Durante a deposi¢ao do filme LbL acompanhada por fotoluminescéncia, o
comprimento de onda de excitagdo foi de 280 nm, valor que corresponde ao Aex do grupo
triptofano da enzima GOx %], As concentra¢des das solugdes precursoras do filme LbL foram
de 1 mg.mL"' de PAH, de 5 mg.mL"' de PVS e de 0,5 mg.mL"' de GOx (Tabela 2). Analisando
os espectros obtidos, Figura 30 (A) e (B), foi possivel verificar que houve comportamento
desordenado da intensidade das curvas a medida que as bicamadas de PAH/GOx foram
depositadas. Era esperado que no espectro de fotoluminescéncia a intensidade aumentasse com
a deposicao da GOx, pois essa enzima ¢ fotoluminescente devido a presenga dos grupos

triptofanos em sua estrutura (3¢

. J4 no espectro de reflectancia total, esperava-se que a
intensidade diminuisse, pois com a deposi¢cdo das camadas, ha um aumento da absor¢do do
feixe de luz e, consequentemente, menos radiagdo ¢ refletida. Como o comportamento das
curvas foi aleatdrio, pode-se considerar que as camadas niao adsorveram de maneira eficaz,
comprometendo o crescimento do filme.

Verifica-se também na Figura 30 (A) que a curvas referentes a amostra de AAP ¢ as
primeiras camadas de polieletrélitos apresentam comportamento semelhante a uma banda em

aproximadamente 360 nm. Como a curva da AAP também apresentou esse comportamento,
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acredita-se que ele foi devido a alguma caracteristica da amostra anodizada, que foi sendo
suavizada a medida que as bicamadas foram depositadas.

Nota-se também que, com a deposi¢do das camadas, as interferéncias de Fabry-Pérot
diminuiam de amplitude até que cessavam por completo. Isto pode ser devido ao preenchimento
dos poros de forma a impossibilitar as reflexdes construtivas e destrutivas que resultam nesse
fenomeno de interferéncia. A ideia de preenchimento dos poros foi trabalhada por Lazzara et
al. "4 que depositaram policletrolitos e proteinas através da técnica LbL em membranas de
AAP. Eles verificaram que a medida que as bicamadas eram depositadas, a propria geometria
cilindrica do poro se tornava uma barreira para o crescimento do filme LbL, sendo que quando
o didmetro do poro alcangava valores de 20 a 35 nm, a deposi¢do ja ndo mais ocorria. Dessa
forma, ¢ viavel pensar que os poros tenham alcangado didmetros em que a deposi¢do de
PAH/GOx ja ndo mais ocorria da forma esperada, fazendo com que as oscilagcdes de Fabry-
Pérot se extinguissem, sendo que as tltimas franjas podem ser observadas na primeira bicamada
de PAH/GOx e relembrando que o diametro dos poros da AAP utilizada como substrato para o
crescimento do filme foi de (47,91 £ 0,07) nm, valor relativamente proximo ao do limite

apresentado por Lazzara et al. [144],
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Figura 30: Espectros de (A) fotoluminescéncia com Aex de 280 nm e de (B) reflectancia total de filmes LbL
contendo 10 bicamadas de PAH/GOx.

Assim, para contornar esses problemas de crescimento do filme e de obstrucdo dos
poros, as solugdes precursoras foram diluidas as concentragdes de 0,004 mg.mL"! de PAH, 0,02
mg.mL"' de PVS e 0,002 mg.mL"' de GOx (Tabela 2), e os filmes foram depositados até a
primeira bicamada de PAH/GOx. Essas concentragdes diluidas foram determinadas através de

experimento com a solu¢do da GOx, em que foram realizados espectros de fotoluminescéncia
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de varias solugdes da enzima com concentragdes diluidas a partir da de 0,5 mgmL'. A
concentragdo de 0,002 mg.mL' de GOx foi a definida pois, entre as outras concentragdes
utilizadas no teste, ela foi a inica que ndo extrapolou o maximo de intensidade obtido pelo
espectrofluorimetro. Ja as solu¢cdes de PAH e de PVS foram proporcionalmente diluidas em
relagdo a nova concentracdo da solugdo da enzima. O crescimento dos filmes LbL foi
acompanhado por fotoluminescéncia, Figura 31 (A), ¢ por reflectancia total, Figura 31 (B).
Analisando os espectros obtidos, foram verificados o crescimento ordenado das camadas de
PAH, PVS e GOx, e a manuten¢do das amplitudes das interferéncias de Fabry-Pérot. Dessa
forma, a proxima etapa do trabalho foi um teste com essa AAP modificada por LbL em solugao

de glicose a fim de se verificar se esse sistema poderia ser utilizado como biossensor.
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Figura 31: Espectros de (A) fotoluminescéncia com Acx de 280 nm e de (B) reflectancia total de filmes LbL
contendo uma quadricamada de PAH/PVS/PAH/GOx.

Como foi possivel acompanhar a deposicdo do filme LbL por fotoluminescéncia e por
reflectancia total, essas duas técnicas opticas foram utilizadas como métodos transdutores para
o teste do biossensor. Esse teste foi realizado imergindo a amostra de AAP, modificada com o
filme LbL, em solucdo de 0,001 mol.L"! de glicose. O intuito desse teste era verificar mudangas
nas frequéncias e nas amplitudes das oscilagdes de Fabry-Pérot, o que indica alteragdo no indice
de refragdo da AAP. Analisando o espectro de fotoluminescéncia obtido com o teste, Figura 32
(A), foi possivel observar que houve um aumento nas amplitudes e um deslocamento das
oscilagdes para menores comprimentos de onda. Ja no espectro de reflectincia, Figura 32 (B),
foi possivel verificar que houve uma diminui¢do na amplitude das interferéncias de Fabry-Pérot
e que ndo houve deslocamento das oscilagdes em relagdo ao comprimento de onda. Dessa

forma, pode-se considerar que a técnica de fotoluminescéncia foi um método de transducao
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mais eficaz para o teste do biossensor. Assim, as proximas medidas se concentraram apenas no

uso dessa técnica para a fabricacdo do biossensor Optico de glicose.
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Figura 32: Espectros de (A) fotoluminescéncia com A de 280 nm e de (B) reflectincia total referentes ao teste
do biossensor em solugdo 0,001 mol.L"! de glicose.

Além dessas andlises referentes as técnicas espectroscopicas, um teste para analisar o
tempo de resposta do biossensor foi realizado. Nesse teste, a AAP com o filme de GOx foi
submersa em solucdo de glicose 0,001 mol.L! e o tempo de imersdo foi cronometrado por 600
segundos. Verifica-se pela Figura 33 que houve deslocamento imediato dos espectros em
relagdo ao comprimento de onda apds o contato do biossensor com a glicose, caracterizando

uma resposta rapida do sensor.
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Figura 33: Espectro de fotoluminescéncia com A.x de 280 nm referente ao teste do tempo de resposta do
biossensor em solugdo 0,001 mol.L-! de glicose.
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A cinética de crescimento da solugdo de GOx foi realizada antes de se iniciar a
deposicao do filme LbL. Essa cinética ¢ realizada a fim de se verificar o tempo necessario de
imersao do substrato de AAP em solugdo de GOX para se ter a maxima adsor¢ao da enzima ¢ a
mesma quantidade de GOx depositada em todos os filmes para controle de espessura. A partir
do espectro de fotoluminescéncia, Figura 34, foi possivel verificar o aumento da intensidade
em um determinado comprimento de onda, sendo escolhido o valor de 440 nm, que
correspondeu a intensidade méxima do espectro. Dessa forma, o grafico em destaque na Figura
34 foi construido a partir dos valores da intensidade em 440 nm e dos tempos de imersdo da
AAP na solucdo de GOx. Analisando a Figura 34, ¢ possivel observar que, apds 340 segundos,
a deposicdo da enzima deixa de ocorrer, sendo este entdo o tempo aproximado de imersdo da
AAP em solucdo de GOx durante a fabricagdo do filme LbL. A partir do espectro de
fotoluminescéncia € possivel ressaltar também que ndo houve a obstrucao dos poros com a nova
concentragdo da solucdo da enzima, sendo que as oscilagdes de Fabry-Pérot permaneceram

nitidas.
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Figura 34: Espectro de fotoluminescéncia obtido durante a cinética de crescimento da solu¢do de GOX (Aex de
280 nm).

Apos a cinética de crescimento da solucdo de GOx, trés filmes LbL foram preparados e

os valores de desvio-padrdo de cada camada foram determinados, Figura 35 (A). Esses desvios-
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padrdo sdo referentes a diferenca entre a intensidade da camada de polieletrélito ou enzima
depositada e a intensidade da AAP em 440 nm, mesmo comprimento de onda utilizado na
analise da cinética de deposicao da GOx. Essas diferencas de intensidades foram calculadas
como em destaque na Figura 35 (B), subtraindo a intensidade da AAP em 440 nm da intensidade
de cada camada do filme LbL em 440 nm como a da PAH do colchdo (Ipani- Iaar), do PVS
(Ievs — Iaap), da PAH (Iran2 - Iaar) € da GOx (Igox - Iaap). Dessa forma, as diferengas de
intensidades foram utilizadas a fim de se verificar se as mesmas quantidades de PAH, PVS ¢
GOx foram depositadas nos trés filmes fabricados. Foi verificado que os valores de desvio-
padrdo referentes ao PVS e a PAH2 foram grandes, o que pode ser explicado talvez por uma
deposicao ndo homogénea da camada de PVS e, consequentemente, da de PAH2 no substrato
poroso ou por alguma mudanca na posicdo da amostra de AAP durante o crescimento do filme.
Além dessas explicagdes, essa diferenca de adsor¢do pode ser devida as poucas camadas
depositadas na fabrica¢do do filme LbL, sendo que as forgas de interacdo entre as primeiras
camadas e o substrato sdo diferentes das camadas posteriores. No entanto, a possibilidade da
deposi¢do do filme LbL em AAP foi verificada. Assim, duas dessas amostras modificadas por
LbL foram utilizadas para o teste do sensor, sendo seus resultados analisados de forma

individual como descrito a seguir.
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Figura 35: Espectro de fotoluminescéncia com Aex de 280 nm de (A) filme LbL de PAH/PVS/PAH/GOx. Em
(B), héa as médias, entre esse filme e outros dois, das variagdes entre as intensidades de uma camada do filme
LbL com a de AAP (Ipani - Iaap, Ipvs — Laap, Ipanz — Iaar € Igox — Iaap).

Com os filmes LbL depositados, dois testes dos biossensores foram realizados variando-
se as concentra¢des das solugdes de glicose em 10 mol.L!, 10 mol.L!, 10~ mol.L"!, 102
mol.L™, 10! mol.L! e 1 mol.L"!. No primeiro teste, Figura 36 (A), a concentragio da solugio

tampdo utilizada no preparo das solu¢des de glicose foi de 10 mol.L™!. No segundo teste,
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Figura 36 (B), a concentragio da solugdo tampdo fosfato de sédio foi de 10~ mol.L™!. Essas
duas concentragdes de tampao foram utilizadas com o intuito de verificar a influéncia dessa
solugdo no teste. Analisando a Figura 36, foi possivel verificar nos dois casos que, quando a
AAP estava em solugido de glicose 1 mol.L"!, houve o deslocamento das oscilagdes para
menores comprimentos de onda, comportamento que também foi observado de forma sutil
quando utilizada a solugdo de 10" mol.L"! de glicose. Esses deslocamentos podem ser vistos
nos detalhes das Figura 36 (C) e (D). Esse deslocamento pode ser analisado como a resposta do
biossensor 6ptico, indicando mudanca no indice de refracao da AAP em funcao da presenga da
glicose 13032 37:95-%] Em relacdo a solugdo tampao fosfato de sodio, foi possivel verificar que,
quando utilizada a de concentragdo 10~ mol.L"!, as mudangas nas oscilagdes de Fabry-Pérot da
AAP em solucdo de glicose 10”! mol.L! foram mais nitidas do que quando utilizada a solugio
tampdo 102 mol.L"!, indicando uma possivel interferéncia do tampao mais concentrado durante
as medidas do teste. Dessa forma, os testes seguintes foram realizados utilizando-se a solugéo

tampao de 10~ mol.L™! que apresentou melhores resultados para andlise.
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Figura 36: Espectros de fotoluminescéncia, A.x de 280 nm, dos testes com varias concentragdes de solugdo de
glicose preparadas com solugdes tampdo fosfato de sédio de (A) 102 mol.L" e (B) 10-3 mol.L"'. Detalhes das
interferéncias de Fabry-Pérot dos testes dos biossensores em solugdes tampao fosfato de sodio de (C) 102 mol.L-

e (D) 107 mol.L".
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Como foi verificada a resposta da AAP modificada por LbL a presenca de glicose, a
proxima etapa descrita teve o intuito de analisar a influéncia do filme LbL na detecc¢do de
glicose, sendo realizado um teste do sensor com uma amostra de AAP sem o filme de
PAH/PVS/PAH/GOx depositado. As concentragdes das solucdes de glicose foram 10
mol.L!, 10 mol.L"!, 102 mol.L™!, 10" mol.L"! e 1 mol.L"!. Analisando a Figura 37 (A), foi
possivel observar o mesmo comportamento verificado na Figura 36, sendo que as oscilagdes de
Fabry-Pérot deslocaram para menores comprimentos de onda quando a AAP estava em contato
com as solu¢des de glicose 10! mol.L! e 1 mol.L"!. Esse deslocamento pode ser visto em

detalhe na Figura 37 (B).
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Figura 37: (A) Espectro de fotoluminescéncia com Acx de 280 nm do teste da amostra de AAP sem o filme de
PAH/PVS/PAH/GOx em varias solugdes de glicose. (B) Detalhe das interferéncias de Fabry-Pérot da AAP na
presenga de glicose.

Para os testes realizados utilizando a AAP com o filme LbL, Figura 36, e utilizando a
AAP sem modificacdo superficial, Figura 37, foi possivel observar que, para os resultados
analisados qualitativamente pelos deslocamentos dos espectros, a concentragdo minima
detectada foi de 10"! mol.L"!. Essa mesma concentracdo minima detectada tanto com a AAP
com modificagdo quanto com a AAP sem filme LbL pode ser entendida quando se estuda a
reacdo enzimatica que envolve a GOx e a glicose. Nessa reacdo, hd a oxidagdo da B-D-glicose
para D-glucono-d-lactone (GDL) através de O; e a simultdnea producdo de perdxido de
hidrogénio, sendo que a GDL hidrolisa espontancamente para dcido gluconico 4. Analisando
essa reagdo, tem-se que a utilizacdo da GOx para a fabricacdo de biossensores amperométricos
é vidvel e amplamente utilizada devido ao peréxido de hidrogénio liberado que é eletroativo [*+

1451 Entretanto, quando a enzima entra em contato com a glicose ndo deve haver mudancas
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significativas no indice de refracdo que possam ser verificadas apenas com a andlise qualitativa
dos deslocamentos dos espectros. Assim, para melhor verificar a eficacia do sensor quando
modificado por LbL, técnicas quimiométricas de andlise também foram utilizadas como uma
nova forma de avaliagdo das respostas dos sensores, visando empregar o maximo possivel de
informagdo contida nos espectros de fotoluminescéncia. Primeiramente, uma andlise de
componentes principais foi realizada em espectros sem nenhum tipo de pré-processamento ou
transformagdo dos dados. Foram analisados os espectros apresentados na Figura 37 a fim de
avaliar se 0 uso de componentes principais (PCs) poderia indicar qudo similares ou dissimilares
esses espectros eram entre si e, se houvesse diferencas, se estas poderiam estar associadas a
mudanga de concentracdo. Pela observacdo do grafico de escores (ndo mostrado aqui),
verificou-se que apenas o espectro da concentragio 1,00 mol.L!' era significativamente
diferente dos outros, e que esses ultimos eram semelhantes entre si. Foi concluido entdo que a
analise PCA dos espectros na sua forma original ndo trouxe nenhuma informacgdo além da
observada nos dados originais.

Em seguida foi realizada uma PCA nos dados pré-processados pela média apods
transformagdo pelo algoritmo MSC, que corrige efeitos de espalhamento de luz que podem
resultar em variacdes nos espectros '°!1. A Figura 38 ilustra o efeito causado pela transformagdo
com MSC no espectro referente ao teste do sensor de AAP sem modificagdo por LbL. A Figura
38 (A) ¢ o espectro original do teste e a Figura 38 (B) ¢ o espectro apds a aplicagdo da MSC,
em que foi visivel principalmente o deslocamento no eixo x da curva referente a3 AAP em
solugdo de glicose 1 mol.L"!. Foi possivel verificar pela Figura 39 que a centralizagdo pela
média apds o MSC deslocou o centroide da matriz de dados a origem e ressaltou pequenas

diferencas entre os espectros das diferentes solucdes de glicose.
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Figura 38: (A) Espectro de fotoluminescéncia original do teste do sensor de AAP sem filme LbL. (B) Espectro
desse mesmo teste apds a aplicag@o do algoritmo MSC. (Aex de 280 nm).
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Figura 39: Espectro de fotoluminescéncia do teste da AAP sem filme LbL em solugdes de glicose de varias
concentragdes apds tratamento com MSC e centralizagdo pela média.

Com a PCA foram obtidos os graficos de pesos, Figura 40 (A), e de escores, Figura 40
(B). O grafico de pesos ilustra a importancia de cada variavel na construgdo de cada componente
principal, ou seja, determina quais varidveis sdo importantes para descrever as alteragdes nos
espectros originais [!°!. Foi verificado que apenas duas PCs foram necessarias para representar
todo o conjunto de variaveis originais dos espectros. Isso ocorre devido a grande autocorrelagdo
existente entre as variaveis. Analisando-se o grafico de escores foi possivel verificar que os
espectros do tampao e das solucdes de glicose de 10“ mol.L!, 10 mol.L"!, 102 mol.L! e 10!
mol.L! tem escores semelhantes em PC1 e distintos do espectro da solugdo de 1 mol.L™!.

Entretanto, o escore de 10" mol.L™! se diferencia dos das outras solugdes em relagdo a PC2. A
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observagdo do grafico de pesos pode oferecer um entendimento da relacdo entre os espectros
no grafico de escores. Na Figura 40 (A) foi observada que a contribuicdo de cada varidvel na
construcao das PCs constituiu perfis muito semelhantes aos espectros centralizados pela média
e que os perfis de PC1 e PC2 foram semelhantes entre si, estando o perfil da PC2 fora de fase
(blueshift) com o perfil da PC1. Assim, como os espectros das solu¢des de 10 mol.L! a 10!
mol.L! tiveram escores semelhantes entre si e diferentes do escore do espectro da solugdo 1
mol.L"!, foi possivel inferir que a informagdo quimica representada em PC1 foi a intensidade
de emissdo. A PC2, por sua vez, representou o deslocamento que os espectros das solugdes de
glicose de 10 a 10"! mol.L"! possuiram, sendo o espectro da solugdo 10! mol.L"! ligeiramente

deslocado a esquerda em relacdo a esse grupo de medidas (Figura 39).
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Figura 40: Graficos de (A) pesos e de (B) escores obtidos através da PCA sobre os espectros do teste de AAP
em glicose processados por MSC e centralizados pela média. A PC1 esté relacionada a intensidade de emissao e
a PC2 esté associada ao deslocamento dos espectros.

De maneira geral foi possivel concluir que a fatoragdo (transformag¢do em componentes
principais) foi uma abordagem que pode evidenciar pequenas diferencas entre os espectros e
que essas diferencas puderam ser ressaltadas por diferentes formas de processamento dos
espectros (como a centralizagdo pela média). Como foi possivel a distingdo dos espectros em
funcdo das concentracdes, houve a possibilidade de obtengdo de modelos de calibragdo
multivariada que relacionassem os escores com a concentragao de glicose. Para isto, o algoritmo
PLS foi utilizado e diversos modelos foram criados e validados para a determinacdo de glicose
com o sensor de AAP. Trés testes foram feitos com a AAP sem modificagdo superficial em
solucdes de glicose de concentragdes de 0,09 mol.L!, 0,10 mol.L™!, 0,30 mol.L!, 0,50 mol.L™!,
0,70 mol.L™", 0,90 mol.L"!, 1,00 mol.L" e 1,10 mol.L"". Os outros trés testes foram realizados

com a AAP contendo o filme LbL e com solug¢des de glicose de 0,009 mol.L™!, 0,010 mol.L,
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0,030 mol.L%, 0,050 mol.L™", 0,070 mol.L"", 0,090 mol.L!, 0,100 mol.L™!, 0,300 mol.L"', 0,500
mol.L"!, 0,700 mol.L!, 0,900 mol.L"!, 1,000 mol.L!, e 1,100 mol.L"!. Todos os testes foram
realizados por fotoluminescéncia nos comprimentos de onda de excitagdo de 280 nm e 320 nm.
Para a analise quimiométrica, o método de calibragdo multivariada PLS foi aplicado nos
espectros centralizados pela média, com e sem transformagdo dos mesmos, Figura 41. As
transformagdes utilizadas foram a primeira derivada, segunda derivada, MSC, SNV e primeira
ou segunda derivadas apos a transformagdao com MSC ou SNV. Os resultados foram
organizados de acordo com os seguintes parametros de desempenho analitico de cada modelo
PLS: numero de fatores empregado no modelo, RMSEP e R. Bons modelos possuem menores

numero de fatores e RMSEP, e o valor de R € o mais proximo possivel de 1.

Modelos PLS

Espectros de fotoluminescéncia
v
Centralizacdo pela média

17 derivada T , e, ‘ SNV e 1? derivada‘

22 derivada | / ' ‘ SNV e 2% derivada ‘

‘ MSC e 1* derivada ‘ ‘ MSC e 2° derivada ‘

I u‘

Figura 41: Esquema da aplicagdo do método de calibragdo multivariada PLS.

Para o sensor de AAP sem LbL e excitado a 280 nm, Figura 42, quando consideradas
todas as réplicas na aplicacdo do algoritmo PLS, o menor RMSEP obtido no melhor conjunto
de parimetros foi de aproximadamente 0,06 mol.L"!, Tabela 5, que é um erro alto para a
determinagio de glicose na faixa de 0,09 mol.L! a 1,10 mol.L™!. Isso pode estar relacionado a
reprodutibilidade dos experimentos que serd explicado a seguir em relagdo ao formato do
espectro. Foi possivel verificar também que os espectros das amostras 1 ¢ 2 foram mais
semelhantes entre si, enquanto os da amostra 3 foram mais distintos, inclusive com menor
intensidade. Essas semelhangas e diferencas foram confirmadas pela submissdo desses
espectros a PCA, que resultou em um grafico de escores em que os espectros da amostra 3
formaram um grupo distinto do grupo composto pelos espectros das amostras 1 € 2. Assim, 0s
espectros da amostra 3 do conjunto de dados foram removidos e uma nova analise PLS foi

realizada. Os erros de previsao foram menores, Tabela 6, e o tratamento escolhido foi o SNV.
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Os valores de previsdo desse modelo foram organizados na Tabela 7 e foi verificado que os
valores de concentracdo de glicose previstos para as amostras 1 e 2 foram proximos aos valores

de referéncia das concentragdes.
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Figura 42: Espectros de fotoluminescéncia dos testes do sensor de AAP sem modificagdo superficial (Aex de 280
nm). (A) Amostra 1. (B) Amostra 2. (C) Amostra 3.
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Tabela 5: Resultados dos modelos PLS aplicados nos espectros de fotoluminescéncia dos testes de todas as
amostras de AAP sem filme LbL - A de 280 nm.

Parametros

Tratamentos Fatores RMSEP (mol.L") R
Sem tratamento 5 0,0772 0,9785
1* derivada 9 0,0852 0,9743
2" derivada 7 0,1480 0,9216
MSC 7 0,0721 0,9813
MSC e 1* derivada 7 0,0631 0,9857
MSC e 2% derivada 8 0,0743 0,9801
SNV 7 0,0682 0,9834
SNV e 1* derivada 7 0,0611 0,9866
SNV e 2* derivada 8 0,0717 0,9814

Tabela 6: Resultados dos modelos PLS aplicados nos espectros de fotoluminescéncia dos testes das amostras 1 ¢
2 de AAP sem filme LbL - A de 280 nm.

Parametros

Tratamentos Fatores RMSEP (mol.L") R
Sem tratamento 7 0,0234 0,9981
1? derivada 8 0,0148 0,9992
2% derivada 6 0,0517 0,9906
MSC 5 0,0230 0,9981
MSC e 1° derivada 7 0,0169 0,9990
MSC e 2? derivada 8 0,0336 0,9960
SNV 6 0,0173 0,9990
SNV e 1* derivada 7 0,0156 0,9992

SNV e 2 derivada 7 0,0441 0,9992
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Tabela 7: Valores de referéncia e previstos com o modelo PLS tratado com SNV das concentragdes de glicose
dos testes das amostras 1 e 2 de AAP sem filme LbL - Aex de 280 nm.

Valor previsto (mol.L")

Valor de referéncia (moL.L') Amostral Amostra2

0,090 0,099 0,103
0,100 0,100 0,098
0,300 0,304 0,270
0,500 0,498 0,514
0,700 0,698 0,691
0,900 0,904 0,890
1,000 1,002 1,002
1,100 1,044 1,109

Para o sensor de AAP sem filme LbL e excitado a 320 nm, Figura 43, quando
consideradas todas as réplicas, o menor RMSEP, Tabela 8, também foi de aproximadamente
0,06 mol.L"!, que é grande para a determinagdo de glicose na faixa de 0,09 a 1,10 mol.L"\. Com
a remocdo dos espectros da amostra 3 e com uma nova analise PLS, os erros de previsao
diminuiram, Tabela 9, e o tratamento escolhido foi 0 MSC seguido de 1?* derivada, com RMSEP
de aproximadamente 0,01 mol.L! de glicose. A Tabela 10 apresenta os valores de referéncia
das concentragdes de glicose e os previstos pelo modelo escolhido. Foi possivel verificar que a
faixa de resposta do sensor foi de 0,1 mol.L™! a 1,10 mol.L"!, j4 que os valores previstos foram

proximos dos de referéncia considerando o erro de 0,01 mol.L™!.
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Figura 43: Espectros de fotoluminescéncia dos testes do sensor de AAP sem modificacdo superficial (Aex de 320
nm). (A) Amostra 1. (B) Amostra 2. (C) Amostra 3.

Tabela 8: Resultados dos modelos PLS aplicados nos espectros de fotoluminescéncia dos testes de todas as
amostras de AAP sem filme LbL - Acx de 320 nm.

Parametros

Tratamentos Fatores RMSEP (mol.L1) R
Sem tratamento 8 0,0836 0,9761
1* derivada 7 0,0980 0,9657
2% derivada 8 0,1179 0,9522
MSC 8 0,0694 0,9826
MSC e 1" derivada 9 0,0606 0,9869
MSC e 2" derivada 8 0,1090 0,9587
SNV 8 0,0575 0,9881
SNV e 1" derivada 10 0,0557 0,9891
SNV e 2% derivada 10 0,0993 0,9671
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Tabela 9: Resultados dos modelos PLS aplicados nos espectros de fotoluminescéncia dos testes das amostras 1 e
2 de AAP sem filme LbL - dex de 320 nm.

Parametros

Tratamentos Fatores RMSEP (mol.L) R
Sem tratamento 7 0,0165 0,9991
1* derivada 7 0,0136 0,9994
2" derivada 6 0,0367 0,9954
MSC 6 0,0135 0,9994
MSC e 1* derivada 6 0,0112 0,9996
MSC e 2* derivada 7 0,0318 0,9964
SNV 6 0,0138 0,9994
SNV e 1" derivada 7 0,0105 0,9996
SNV e 2" derivada 7 0,0324 0,9963

Tabela 10: Valores de referéncia e previstos com PLS das concentragdes de glicose dos testes das amostras 1 ¢ 2
de AAP sem filme LbL - Aecde 320 nm.

Valor previsto (mol.L™)

Valor de referéncia (mol.L'") Amostral Amostra 2
0,090 0,086 0,106
0,100 0,109 0,092
0,300 0,285 0,275
0,500 0,506 0,508
0,700 0,708 0,714
0,900 0,900 0,895
1,000 1,001 0,990
1,100 1,083 1,101

Em relagdo ao desempenho do sensor de AAP sem modifica¢do superficial excitado a

280 nm ¢ a 320 nm, a capacidade de previsdo do sensor foi semelhante, o que indica que o

mesmo pode ser excitado em qualquer um dos comprimentos de onda sem que haja

comprometimento da eficiéncia do sensor.
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Para o sensor de AAP com filme LbL e excitado a 280 nm, Figura 44, considerando-se
todas as réplicas, os erros de predicdo foram maiores do que os obtidos para o sensor de AAP
sem filme LbL, sendo o menor RMSEP de aproximadamente 0,09 mol.L!, Tabela 11.
Considerando-se a reprodutibilidade como principal motivo pelo alto valor de RMSEP, uma
PCA foi realizada nos espectros. Foi verificado que as medidas obtidas pelos trés biossensores
formaram grupos distintos entre si, o que indica que o processo de fabrica¢do de filmes LbL
apresenta uma menor reprodutibilidade nesse caso. Dessa forma, decidiu-se testar os modelos
PLS aplicados para cada biossensor individualmente para se avaliar se o sensor modificado ¢é
melhor que o ndo modificado por LbL e os melhores resultados para cada amostra foram
dispostos na Tabela 12. O modelo com o melhor conjunto de parametros apresentou um valor
de RMSEP na ordem de 0,020 mol.L"! referente a amostra 6, o que também indicou uma boa
capacidade de previsdo de baixas concentragdes de glicose. Na Tabela 13 foram organizadas as
concentragdes preditas relativas ao modelo com RMSEP 0,020 mol.L"! da amostra 6, sendo
dispostas apenas as concentragdes mais baixas de glicose, 0,009 mol.L' a 0,1 mol.L™".
Analisando a Tabela 13, foi verificado que o biossensor respondeu a presenga de glicose nas
concentragdes de 0,01 mol.L! a 0,1 mol.L™, pois os valores previstos pelo modelo PLS foram

proximos aos valores de referéncia das concentragdes.
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Figura 44: Espectros de fotoluminescéncia dos testes do sensor de AAP com filme LbL (A de 280 nm). (A)
Amostra 4. (B) Amostra 5. (C) Amostra 6.

Tabela 11: Resultados dos modelos PLS aplicados nos espectros de fotoluminescéncia dos testes de todas as
amostras de AAP com filme LbL - A de 280 nm.

Parametros

Tratamentos Fatores RMSEP (mol.L") R
Sem tratamento 9 0,0936 0,9711
1* derivada 8 0,0963 0,9693
2" derivada 5 0,1055 0,9629
MSC 5 0,1100 0,9595
MSC e 1" derivada 5 0,1118 0,9582
MSC e 2" derivada 4 0,1094 0,9600
SNV 7 0,0862 0,9756
SNV e 1* derivada 7 0,0873 0,9747

SNV e 2% derivada 4 0,0975 0,9684
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Tabela 12: Melhores resultados dos modelos PLS aplicados aos biossensores individualmente - Aex de 280 nm.

Amostra 4 Amostra 5 Amostra 6
Parametros MSC e 1" derivada SNV e 1° derivada MSC e 2" derivada
Fatores 5 3 4
RMSEP (mol.L") 0,0141 0,0320 0,0156
R 0,9994 0,9969 0,9992

Tabela 13: Valores de referéncia e previstos com PLS das concentracdes mais baixas de glicose do teste da
amostra 6 de AAP com filme LbL - A de 280 nm.

Valor previsto (mol.L")

Valor de referéncia (mol.L") Amostra 6
0,009 0,013
0,010 0,011
0,030 0,030
0,050 0,045
0,070 0,072
0,090 0,090
0,100 0,099

Para o biossensor de AAP com GOx e excitado a 320 nm, Figura 45, quando
consideradas todas as réplicas, os erros de predi¢do, Tabela 14, foram maiores do que os obtidos
para o sensor de AAP sem filme LbL, sendo o menor RMSEP de 0,05 mol.L"!. Entretanto,
comparando-se com o RMSEP de 0,09 mol.L! obtido a partir dos espectros com excita¢io a
280 nm, houve uma diminui¢do que pode estar relacionada ao comprimento de onda de
excitagao diferente. Talvez, com o comprimento de onda de 320 nm ocorreu uma melhora na
reprodutibilidade do sinal optico que refletiu em um RMSEP menor. Os modelos PLS foram
aplicados em cada biossensor individualmente, Tabela 15, e 0 modelo com o melhor conjunto
de pardmetros apresentou um RMSEP de 0,008 mol.L!, menor do que o obtido para excitagio
a 280 nm, que foi de 0,020 mol.L"!. Entretanto, os valores previstos de concentracdes de glicose

ndo foram obtidos para a comparagdo com os valores de referéncia nesse caso.
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Figura 45: Espectros de fotoluminescéncia dos testes do sensor de AAP com filme LbL (Aex de 320 nm). (A)
Amostra 4. (B) Amostra 5. (C) Amostra 6.

Tabela 14: Resultados dos modelos PLS aplicados nos espectros de fotoluminescéncia dos testes de todas as
amostras de AAP com filme LbL - Acx de 320 nm.

Parimetros

Tratamentos Fatores RMSEP (mol.L) R
Sem tratamento 6 0,0692 0,9848
1* derivada 6 0,0705 0,9842
2% derivada 8 0,0707 0,9841
MSC 6 0,0530 0,9912
MSC e 17 derivada 6 0,0505 0,9919
MSC e 2" derivada 7 0,0556 0,9902
SNV 6 0,0528 0,9912
SNV e 1* derivada 6 0,0495 0,9922

SNV e 2% derivada 7 0,0551 0,9904
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Tabela 15: Melhores resultados dos modelos PLS aplicados aos biossensores individualmente - Aex de 320 nm.

Amostra 4 Amostra 5 Amostra 6
Parametros MSC e 1" derivada SNV e 1° derivada MSC e 2" derivada
Fatores 3 5 5
RMSEP (mol.L") 0,0206 0,0190 0,0078
R 0,9987 0,9990 0,9998

Foi verificado entdo que a modificagdo da AAP com o filme LbL levou a uma menor
reprodutibilidade na obteng¢do dos espectros do teste do biossensor, resultando na baixa
capacidade preditiva dos modelos. Isto pode ser explicado devido a dificuldade de se reproduzir
a deposi¢do do filme LbL ao longo da superficie da AAP, como foi verificado na Figura 35.
Além disso, a aplicagdo da PCA enfatizou essa dificuldade de reprodutibilidade do filme LbL,
sendo verificado que as medidas obtidas pelos trés biossensores formaram grupos distintos
entre si. Dessa forma, pode-se considerar que a modificagao superficial por LbL de uma amostra
de AAP ¢ possivel, mas apresenta dificuldades como método de tratamento da superficie de
AAP quando visa a fabricagdo de biossensores devido a sua baixa reprodutibilidade. Embora
seja uma técnica simples, a deposi¢do por camadas (LbL) apresenta desvantagens quando
associada a filmes de AAP. Sugere-se que, nesse caso, técnicas mais avangadas de modificagao
de superficies, como tratamento de plasma com funcionalizagdo da superficie do 6xido ou o
emprego de técnicas para modificar nanoestruturas como a de Langmuir-Blodgett, talvez sejam
as mais indicadas. Entretanto, as amostras individuais de AAP com o filme LbL responderam
na faixa de concentragdes de 0,01 mol.L" a 0,10 mol.L"'. Nio foi possivel determinar
concentracdes mais baixas de glicose, ja que essa possibilidade ndo foi avaliada utilizando a
AAP sem a deposi¢ao da GOx.

Outro ponto a ser destacado foi a viabilidade de se utilizar a quimiometria na anélise da
resposta do sensor de AAP com ou sem a deposi¢do do filme LbL. A andlise por PLS foi
possivel mesmo com a baixa reprodutibilidade nos filmes de AAP modificados com LbL e se
mostrou como uma alternativa vidvel em contrapartida a utilizagdo da analise dos espectros
pelos conceitos envolvidos na equagdo de Fabry-Pérot e da determinagdo de parametros opticos
integrais a partir de todo o espectro, como o caso do parametro “indice de refracao efetivo”.
Além disso, foi verificado que a utilizagcdo da analise multivariada permitiu a previsdo de uma

concentracio de glicose de até 0,01 mol.L™! a partir de uma plataforma de AAP modificada por
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LbL, o que esta de acordo com a literatura, em que a AAP sem modificacdo superficial responde
a presenca de glicose com um limite de detec¢do de 0,010 mol.L"' P!, sendo esse resultado
determinado com os conceitos envolvidos na equacao de Fabry-Pérot. Dessa forma, & possivel
considerar que a analise multivariada das interferéncias de Fabry-Pérot também se mostra eficaz

para o estudo das respostas dos sensores com plataforma de AAP.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

Foram verificadas a obten¢do de amostras de AAP bem estruturadas e a possibilidade
de modificagdo da superficie dessas amostras através da técnica LbL. Dessa forma, a deposi¢ao
de filmes de PAH/PVS/PAH/GOx foi acompanhada através das técnicas de fotoluminescéncia
e reflectancia total, visando a fabricacdo de um biossensor Optico de glicose. Analisando os
espectros obtidos, foram verificados um aumento na intensidade de fotoluminescéncia ¢ uma
diminuicdo da reflectancia total a medida que o filme LbL era depositado. Esses
comportamentos eram esperados devido a enzima GOx ser fotoluminescente pela presenga dos
triptofanos em sua estrutura e a maior absor¢ao da radiacdo e consequente diminui¢do de sua
reflexdo. Assim, pode-se considerar que a deposicdo do filme LbL foi eficaz, mesmo que o
desvio-padrao apresentado tenha sido alto para as camadas de PVS e de PAH. As discrepancias
entre as duplicatas dessas camadas estdo relacionadas as quantidades de PVS e de PAH
adsorvidas em cada filme, sendo que este erro pode estar associado a alguma mudanca de
posicao sofrida pela AAP durante a fabricagdo do filme automontado, o que altera a intensidade
no espectro de fotoluminescéncia.

Em relagdo ao teste do sensor, quando os resultados foram analisados qualitativamente
de acordo com os deslocamentos das oscilagdes de Fabry-Pérot, um limite de detec¢do de 0,10
mol.L! foi determinado para a AAP com e sem modificagdo superficial. Ao se utilizar a
quimiometria para analisar os dados dos testes dos sensores, foi verificado que a AAP sem filme
LbL respondeu a uma faixa de concentragio de glicose de 0,1 mol.L"' a 1,10 mol.L"!. Além
disso, foi constatado também que a AAP com a GOx depositada respondeu a um intervalo de
concentragdes de glicose de 0,01 mol.L™! a 0,100 mol.L"!, faixa reportada na literatura para
filmes de AAP sem modificagdo da superficie. Entretanto, ndo foi possivel confirmar com PLS
que a presenc¢a da GOx influenciou na sensibilidade da resposta da AAP a presenca da glicose,
pois o sensor sem a modificag@o superficial ndo foi testado com concentracdes inferiores a 0,09
mol.L.

Além disso, um ponto a ser destacado foi a possibilidade de se utilizar a quimiometria
na analise da resposta do sensor de AAP com ou sem a deposi¢do do filme LbL, sendo uma
alternativa a utilizacdo da andlise dos espectros pelos conceitos envolvidos na equacdo de

Fabry-Pérot descrita na literatura.
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